“Studio di fattori di suscettibilità genetica, biomarcatori di stress ossidativo e valutazione degli effetti di un intervento di training cognitivo e fisico in pazienti con Decadimento Cognitivo” by CHICO, LUCIA
 Università di Pisa 
Dottorato in Neuroscienze e Scienze Endocrino Metaboliche 
Programma: Esplorazione Molecolare, Metabolica e Funzionale del                           
Sistema Nervoso e degli Organi di Senso 
 
 
“Studio di fattori di suscettibilità genetica, biomarcatori di                           
stress ossidativo e valutazione degli effetti di un intervento di 
training cognitivo e fisico in pazienti con                               
Decadimento Cognitivo” 
 
 
 
Relatore:         Dottoranda: 
Prof. Gabriele Siciliano       Dr.ssa Lucia Chico 
 
 
Anno Accademico 2013-2014 
SSD MED26 
i 
 
Riassunto 
Le modificazioni cerebrali che accompagnano l’invecchiamento fisiologico e patologico si ripercuotono ine-
vitabilmente sul funzionamento cognitivo; esiste una “soglia” che, se superata, induce il declino delle fun-
zioni cognitive e il decadimento cognitivo diventa evidente. Considerando l’impatto del deterioramento co-
gnitivo in termini sanitari e sociali nonché la mancanza di trattamenti farmacologici in grado di debellare le 
patologie associate alla demenza, diventa di primaria importanza individuare fattori di rischio o causali della 
malattia nonché delineare trattamenti terapeutici al fine di migliorare lo stile di vita degli individui più an-
ziani, in modo da ritardare l’insorgenza del deterioramento cognitivo. Ad esempio, l’arricchimento ambien-
tale è in grado di agire sui processi che regolano la plasticità neuronale prolungando il mantenimento delle 
funzioni cognitive nonostante la degenerazione neuronale che avviene in età avanzata.  
Il disturbo soggettivo di memoria (SCI) e il decadimento cognitivo lieve (MCI) sono considerate patologie 
che aumentano il rischio di sviluppare demenza, soprattutto la malattia di Alzheimer (AD). È ormai ricono-
sciuto che lo stress ossidativo giochi un ruolo importante nel decadimento cognitivo ed in particolar modo 
nell’AD, anche se è ancora da stabilire se esso rappresenti una causa o una conseguenza della malattia. 
L’equilibrio redox cellulare è modulato da diversi meccanismi tra cui il pathway del nuclear factor erythroid-
derived2-like2 (NFE2L2 o Nrf2) che attiva la trascrizione degli enzimi antiossidanti. Sono stati identificati tre 
SNPs nel promotore del gene Nrf2, rispettivamente in posizione -653, -651 e -617, che possono inficiare la 
trascrizione del gene con conseguente riduzione della proteina.   
Inoltre, è stato osservato che le isoforme E2 ed E3 dell’apolipoproteina E (ApoE) possiedono attività antios-
sidante; la presenza dell’isoforma E4, riconosciuta come un fattore di suscettibilità per l’AD, sembrerebbe, 
invece, incrementare lo stress ossidativo. 
Lo scopo del presente studio è stato: (i) analizzare i livelli plasmatici di alcuni biomarcatori di stress ossida-
tivo, in particolare i prodotti di ossidazione avanzata delle proteine (AOPP), un marker di danno ossidativo, 
e la capacità antiossidante ferro-riducente (FRAP), i gruppi tiolici totali plasmatici, l’attività della SOD e della 
catalasi, marcatori della capacità antiossidante, in una coorte di pazienti AD (n = 89), MCI (n =111), SCI (n = 
33) e controlli (n = 65); (ii) valutare, in un sottogruppo di pazienti MCI (n = 54), se protocolli di training fisico 
e cognitivo della durata di 7 mesi (T7) possano influire sui livelli plasmatici dei biomarcatori analizzati ri-
spetto ad un gruppo di controllo costituito da pazienti MCI che non hanno effettuato training (n = 15) e se 
tali effetti si mantengano nel tempo (valutazione dopo 19 mesi, T19, dalla valutazione basale) in un gruppo 
di 11 pazienti MCI training; (iii) analizzare nei soggetti in studio i polimorfismi nella regione del promotore 
del gene Nrf2 (-653 A>G, -651 G>A e -617 C>A) e i genotipi del gene ApoE allo scopo di valutare un loro pos-
sibile ruolo nei meccanismi neurodegenerativi che intervengono nelle patologie studiate; (iv) al fine di veri-
ficare un possibile coinvolgimento di Nrf2 e dell’ApoE nella risposta allo stress ossidativo sono state valuta-
te eventuali modificazioni nei livelli plasmatici dei marcatori di stress ossidativo tra: (a) individui portatori 
delle varianti alleliche rare per ciascuno dei tre SNPs nel promotore del gene Nrf2 ed individui omozigoti 
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wild-type; (b) individui che portano l’allele ApoE ε4 ed individui non portatori di ε4; (c) individui portatori 
della variante allelica rara (per ciascuno dei tre SNPs nel promotore di Nrf2)/ε4 carriers ed individui omozi-
goti wild-type per Nrf2/ε4 non carriers. 
I livelli degli AOPP risultano più elevati (p < 0.001) ed i livelli della FRAP, dei gruppi tiolici, della SOD e della 
catalasi risultano ridotti (p < 0.001) nei pazienti AD, MCI e SCI rispetto ai controlli. Inoltre, si riscontra una 
diminuzione dei livelli di FRAP nei pazienti AD vs MCI (p < 0.01) e AD vs SCI (p < 0.01). 
I pazienti MCI training al T7 mostrano, rispetto al basale (T0), una riduzione dei livelli degli AOPP (p < 0.05), 
un aumento dell’attività della SOD (p < 0.001) e della catalasi (p < 0.001). Nel gruppo di controllo MCI no 
training non è stata rilevata alcuna differenza nei livelli plasmatici  dei biomarcatori analizzati tra T0 e T7. I 
pazienti MCI rivalutati dopo 12 mesi di attività stimolante, mostrano, rispetto al basale, un miglioramento 
dei livelli plasmatici dei biomarcatori analizzati, mentre dal confronto tra i tempi T19 vs T7,  si osserva solo 
un incremento della SOD (p < 0.05). 
Analizzando gli SNPs nel promotore del gene Nrf2 si riscontra, per il solo SNP -653 A>G, una differenza si-
gnificativa nella distribuzione dei genotipi in ciascuno dei tre gruppi di pazienti rispetto ai controlli: la fre-
quenza dei portatori dell’allele raro G risulta infatti più elevata rispettivamente negli MCI (p = 0.05), negli 
AD (p < 0.01) e negli SCI (p < 0.05) rispetto al gruppo di controllo.  
I risultati relativi alla genotipizzazione dell’ApoE mostrano che la percentuale degli individui portatori 
dell’allele ε4 è più elevata nel gruppo dei pazienti AD (p < 0.001) ed MCI (p <0.001) rispetto al gruppo dei 
controlli; non si osserva alcuna variazione significativa dal confronto tra pazienti SCI e controlli ApoE ε4 car-
riers. 
Considerando l’intera popolazione in studio si osserva che i portatori dell’allele raro G (per lo SNP  -653 
A>G) mostrano ridotti livelli di tioli (p < 0.05), SOD (p < 0.001), catalasi (p < 0.01) e FRAP (p < 0.05), ma nes-
suna variazione degli AOPP, rispetto ai soggetti omozigoti wild-type. Nell’ambito delle singole patologie, nel 
gruppo dei pazienti MCI, i G carriers hanno livelli significativamente più bassi di tioli (p < 0.01), SOD (p < 
0.05) e catalasi (p < 0.05) rispetto agli MCI con genotipo wild-type AA; nei pazienti SCI si ha una riduzione 
dei tioli (p <0.05) nei soggetti G carriers rispetto ai soggetti AA. Non sono state osservate differenze signifi-
cative dei marcatori nei pazienti AD portatori e no portatori l’allele raro G.  Considerando lo SNP -651 G>A 
si osserva che solo i pazienti MCI portatori dell’allele raro A hanno ridotti livelli della SOD (p < 0.05) rispetto 
ai pazienti omozigoti wild-type. Non si osserva alcuna variazione significativa dei livelli plasmatici dei bio-
marcatori di stress ossidativo negli A carriers vs gli omozigoti wild-type per lo SNP Nrf2 in posizione -617. 
Mettendo in relazione i genotipi dell’ApoE con i livelli dei biomarcatori di stress ossidativo si riscontra, 
nell’insieme dei soggetti analizzati, che i portatori dell’allele ε4 hanno livelli medi di AOPP più alti e livelli 
medi più bassi di FRAP, tioli e SOD (p < 0.05) rispetto agli ε4 non carriers. Suddividendo i pazienti per pato-
logia, le differenze significative si mantengono solo nei pazienti AD in cui gli ε4 carriers mostrano livelli più 
elevati di AOPP e livelli ridotti di tioli (p < 0.05) rispetto ai pazienti  ε4 non carriers. Non è stata osservata 
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alcuna variazione dei marcatori di stress ossidativo tra ε4 carriers ed ε4 non carriers negli altri due gruppi di 
pazienti, MCI e SCI. 
Infine, analizzando i livelli plasmatici dei markers di stress ossidativo, nell’intera popolazione, tra i soggetti 
Nrf2 -653 G/ε4 carrieres e soggetti Nrf2 -653 AA/ε4 non carriers si osserva una riduzione di FRAP (p < 0.05), 
SOD (p < 0.001) e catalasi (p < 0.05) nei primi rispetto ai secondi. Suddividendo i pazienti in base alla pato-
logia, differenze significative si osservano solo nel gruppo dei pazienti MCI: i portatori dell’allele raro Nrf2 -
653 G/ε4 carriers mostrano una riduzione dei tioli (p <0.05) e della SOD (p < 0.01) rispetto ai soggetti Nrf2 -
653 AA/ε4 non carriers. 
La totalità dei soggetti Nrf2 -651 A/ε4 carriers  mostrano livelli più alti degli AOPP rispetto ai soggetti GG/ε4 
non carriers (p < 0.05); similmente i pazienti AD Nrf2 -617 A/ε4 carriers mostrano livelli più alti degli AOPP 
rispetto ai pazienti Nrf2 -617 AA/ε4 non carriers (p < 0.05). Per questi due SNPs, non sono state osservate 
differenze nei livelli plasmatici degli altri biomarcatori di stress ossidativo analizzati confrontando portatori 
degli alleli rari e omozigoti wild-type dei diversi gruppi di studio.   
In conclusione, i risultati ottenuti confermano il coinvolgimento dello stress ossidativo nel decadimento co-
gnitivo, infatti si riscontra un’alterazione sia della componente pro-ossidante sia antiossidante nei pazienti 
AD, MCI e SCI. I protocolli di training sembrerebbero avere un effetto positivo sui livelli dei biomarcatori 
analizzati; dopo il training, infatti, si riscontra una diminuzione del danno alle proteine ed un incremento 
degli antiossidanti enzimatici. Dopo 12 mesi di training, i livelli plasmatici dei biomarcatori di stress ossida-
tivo non subiscono variazioni significative, ma risultano comunque migliorati rispetto ai livelli basali, sugge-
rendo che gli effetti benefici del training si mantengono nel tempo. I risultati relativi ai polimorfismi nel 
promotore di Nrf2 fanno supporre che lo SNP -653 A>G sia un fattore di suscettibilità genetica per le tre pa-
tologie prese in considerazione; inoltre i dati relativi ai genotipi dell’ApoE confermano i numerosi dati di let-
teratura che attribuiscono ai potatori dell’allele ApoE ε4 un maggiore rischio di sviluppare AD e MCI. 
Infine, la relazione tra dati biochimici e molecolari fa presupporre un coinvolgimento del gene Nrf2 nonché 
dell’ApoE nel regolare lo stress ossidativo.  
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1. Introduzione  
1.1 Invecchiamento fisiologico e deterioramento cognitivo 
Il deterioramento cognitivo rappresenta un argomento di grande interesse per la ricerca scien-
tifica e clinica nell’ambito dell’invecchiamento. Questa crescente attenzione deriva essenzial-
mente dall’aumento della vita media della popolazione mondiale e dalla conseguente necessità 
di migliorare la qualità di vita in età avanzata [Petersen e Negash, 2008]. Nel secolo scorso 
l’aspettativa media di vita dell’individuo è cresciuta notevolmente e si prevede che, con le ge-
nerazioni future, la percentuale della popolazione anziana (≥ 65 anni) tenderà a raddoppiare 
passando da 420 milioni, dato registrato nel 2000, a 973 milioni nel 2030 [Castellani et al., 
2010]. Parallelamente, si è registrato un incremento esponenziale dell’incidenza di malattie 
neurodegenerative età-correlate [Przedborski et al., 2003], come le forme di demenza, tipiche 
dell’invecchiamento.  
Considerando l’impatto della patologia in termini sanitari e sociali, identificare uno stadio pre-
coce di declino cognitivo può essere d’aiuto nel delineare trattamenti terapeutici, sia farmaco-
logici che non farmacologici, per prevenire o rallentare la progressione verso le patologie de-
mentigene [Yanhong et al., 2013]. 
Per affrontare questa tematica, si è soliti collocare il processo di invecchiamento lungo un con-
tinuum cognitivo ai cui estremi si trovano l’invecchiamento fisiologico, da un lato, e le demenze 
dall’altro [Petersen, 2004; Petersen e Negash, 2008]. Tra questi due estremi si colloca la cosid-
detta “grey zone” nella quale possono essere collocate condizioni intermedie in cui si osserva 
un deterioramento cognitivo che non può essere definito “normale”, ma che non soddisfa i cri-
teri per una diagnosi di demenza [Chertkow et al., 2008]. In condizioni normali il declino delle 
abilità cognitive avviene gradualmente, con l’avanzare dell’età, senza interessamento 
dell’attività della vita quotidiana; i processi mentali diventano meno rapidi, l’acquisizione di 
nuove informazioni è ridotta, le abilità visuo-spaziali diminuiscono. Il normale invecchiamento 
non pregiudica il meccanismo di riconoscimento, l’intelligenza e la memoria a lungo termine 
[Patel e Holland, 2012; Tarawneh e Holtzman, 2012]. 
Il termine demenza descrive un disturbo delle funzioni intellettive di tipo cronico progressivo, 
acquisito e di natura organica, caratterizzato dalla compromissione della memoria a breve e a 
lungo termine che si associa alla compromissione di almeno una delle attività mentali primarie: 
pensiero astratto, capacità critica, linguaggio, orientamento spaziale, in maniera sufficiente-
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mente grave da interferire con le comuni attività della vita quotidiana [Tarawneh e Holtzman, 
2012].  
Il deficit di memoria viene determinato basandosi sulle performance individuali in relazione a 
dati neuropsicologici standardizzati su controlli appaiati per età e scolarità; una performance 
con una deviazione standard inferiore ad 1-1.5, rispetto al “normale”, è in genere considerata 
significativa [Tarawneh e Holtzman, 2012].  
 
1.2 Malattia di Alzheimer 
1.2.1 Epidemiologia 
La Malattia di Alzheimer (AD) è la più comune tra le forme di demenza e comprende circa il 
70% di tutti i casi di demenza [Reitz and Mayeux, 2014; Plassman et al., 2008]; la demenza va-
scolare (VaD) costituisce il 17% dei casi, mentre gli altri tipi di demenza, inclusi la malattia di 
Parkinson con demenza, la demenza a corpi di Lewy, la demenza fronto-temporale e la demen-
za da idrocefalo normoteso, rende conto del restante 13% della popolazione in esame [Plas-
sman et al., 2008]. 
L’età è il principale fattore di rischio per la AD: i dati epidemiologici indicano che l’incidenza 
della AD cresce in maniera esponenziale con l’aumentare dell’età raddoppiando ogni cinque 
anni dopo i 65 anni di età [Kukull et al., 2002]. Inoltre, la prevalenza della malattia aumenta 
passando dal 3% tra i 65-74 anni a circa il 50% nei soggetti con più di 85 anni [Castellani et al., 
2010].  
È stato stimato che la AD colpisce da 24 a 35 milioni di persone nel mondo [Reitz and Mayeux, 
2014, Sorrentino et al., 2014; Ridge et al., 2013]. Una stima effettuata dall’Alzheimer Associa-
tion nel 2011, sulla popolazione statunitense, indica che oltre 5.4 milioni di persone hanno svi-
luppato AD, di cui 5.2 milioni hanno 65 anni di età o sono più anziani. Con l’aumento della vita 
media della popolazione è stato stimato che questi numeri tenderanno ad incrementare del 
50% (con più di 7.7 milioni di persone affette da AD) entro l’anno 2030, e triplicheranno a 11-
16 milioni entro il 2050, considerando solo la popolazione degli Stati Uniti [Tarawneh e Hol-
tzman, 2012]. 
Studi di popolazione condotti in Italia hanno stimato che la prevalenza della AD varia dal 2.6% 
al 5.9% nella popolazione italiana con età maggiore di 60 anni [Rocca et al., 1990; Prencipe et 
al., 1996; Ferini-Strambi et al., 1997]; in uno studio condotto dall’Italian Longitudinal Study on 
Aging (ILSA), che prendeva in considerazione una popolazione di dimensioni maggiori, è stata 
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osservata una prevalenza della AD del 2.5% nella fascia di età compresa tra i 65 e gli 84 anni [Di 
Carlo et al., 2002].  
La malattia colpisce entrambi i sessi anche se le donne mostrano una prevalenza più alta ri-
spetto agli uomini; stime recenti suggeriscono che quasi due terzi degli individui a cui viene 
diagnosticata la AD sono donne. Questa maggiore prevalenza nel sesso femminile potrebbe es-
sere spiegata dal fatto che le donne vivono, in media, più a lungo rispetto agli uomini [Mielke 
et al., 2014].  
In base all’età di esordio, la malattia può essere classificata in: AD ad esordio precoce (early-
onset AD, EOAD), se i sintomi compaiono prima dei 65 anni, e AD ad esordio tardivo (late-onset 
AD,  LOAD), quando i sintomi si presentano dopo i 65 anni. La EOAD costituisce l’1-5% di tutti i 
casi di AD, mentre la LOAD costituisce più del 95% dei casi. Sebbene clinicamente indistinguibi-
le dalla LOAD, la EOAD è generalmente associata ad una progressione più rapida ed ad una e-
redità di tipo Mendeliano [Reitz et al., 2014]. 
 
1.2.2 Quadro clinico 
I progressi ottenuti finora nella comprensione delle caratteristiche cliniche, neuropatologiche, 
genetiche e biologiche della AD derivano dagli studi pionieristici di Alois Alzheimer che, nel 
1906, presentò il primo caso di "demenza presenile", successivamente identificato da Kraeplin 
come AD [Alzheimer et al., 1987]. Le caratteristiche cliniche di base della AD includono gradua-
le e progressivo declino della memoria, delle funzioni esecutive, del linguaggio, 
dell’orientamento spazio temporale, della coordinazione motoria [Braak et al., 2006], con con-
seguente compromissione della capacità di svolgere le attività quotidiane [Tarawneh e Hol-
tzman, 2012]. 
Il decorso della malattia è graduale e tipicamente lento con una durata media di malattia di cir-
ca 10 anni, con una variabilità che può essere osservata tra 1 e 25 anni [Braunwald et al., 
2001]. 
Le caratteristiche cliniche della AD possono variare notevolmente da soggetto a soggetto, tut-
tavia la progressione di malattia viene comunemente suddivisa in tre stadi. Nella fase iniziale si 
osserva una perdita della memoria che si manifesta soprattutto con difficoltà nel ricordare e-
venti recenti, con coscienza di malattia quasi sempre conservata. A partire dalle fasi iniziale e 
intermedia possono manifestarsi crescenti difficoltà di produzione del linguaggio, con incapaci-
tà nella definizione di nomi di persone od oggetti, seguiti poi, nella fase più avanzata, da disor-
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ganizzazione nella produzione di frasi ed uso sovente scorretto del linguaggio. Successivamen-
te, si presenta un progressivo disorientamento nei parametri spazio-temporali. Nelle fasi in-
termedia ed avanzata possono manifestarsi problematiche comportamentali (alterazioni 
dell’affettività, della personalità, reazioni comportamentali incoerenti) o psichiatriche (confu-
sione, ansia, depressione, fino a vere e proprie psicosi e deliri).  
In fase avanzata l’aggravamento dei disordini cognitivi interferisce significativamente con le at-
tività sociali e con le relazioni interpersonali. In questa terza fase il paziente perde la capacità di 
riconoscere i familiari, di esprimersi, di alimentarsi e di muoversi autonomamente. La fase ter-
minale culmina con un quadro di tetraparesi in flessione e cachessia complicata da immunode-
pressione e fenomeni infettivi, frequentemente polmonari, che portano in genere all’exitus in 
pochi mesi [Victoroff et al., 1995; Lopez et al., 2002]. 
 
1.2.3 Caratteristiche neuropatologiche 
Dal punto di vista macroscopico un cervello affetto da AD presenta un aspetto atrofico a causa 
di una progressiva perdita neuronale. L’atrofia non è limitata, come nell’invecchiamento fisio-
logico, prevalentemente al lobo temporale, ma è più grave e diffusa con un relativo risparmio 
delle zone posteriori dell’encefalo, del cervelletto e del tronco. Studi di risonanza magnetica 
hanno rivelato, in pazienti AD, una diffusa atrofia che interessa, oltre al lobo temporale, le aree 
associative neocorticali, l’area entorinale e in particolare l’ippocampo, una struttura fonda-
mentale per i processi di formazione della memoria a breve termine [Frisoni et al., 2010]. 
L’esame macroscopico dell’encefalo AD fissato evidenzia atrofia fronto-temporo-parietale o a-
trofie più selettive bilaterali e simmetriche; rispetto ad encefali di individui di pari età non de-
menti si osserva riduzione di peso e di volume dell’organo, dilatazione delle cavità ventricolari 
e, a livello della corteccia, allargamento dei solchi con assottigliamento delle circonvoluzioni 
[Mitra and Dey, 2013]. L’esame istologico del tessuto cerebrale di un soggetto AD evidenzia 
massiccia perdita neuronale anche a livello di strutture sottocorticali quali l’amigdala, il locus 
coeruleus, il nucleo del rafe e strutture colinergiche del tronco cerebrale come il nucleo basale 
di Meynert [Whitehouse et al., 1982] (Figura 1). 
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Figura 1. Caratteristiche dell’encefalo durante il normale invecchiamento (sinistra) e durante la Malattia di Alzhei-
mer (destra)[da Mitra and Dey, 2013]. 
 
Da un punto di vista microscopico, il cervello AD mostra alterazioni istologiche caratteristiche 
della malattia: le placche senili (PS), localizzate negli spazi extra-cellulari, e i grovigli neurofibril-
lari (NFTs) all’interno delle cellule nervose (Figura 2) [Dickson, 1997]. Queste due formazioni 
derivano rispettivamente dall’accumulo aberrante del peptide beta amiloide (Aβ) e della prote-
ina tau iperfosforilata con conseguente deposito di materiale insolubile, che induce perdita 
neuronale e neurotossicità [Newman et al., 2007]. Sia le PS che i NFTs sono stati riscontrati an-
che nell’encefalo di persone anziane sane, ma in numero molto più ridotto rispetto al cervello 
AD [Castellani et al., 2010]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Grovigli neurofibrillari e placche senili riscontrabili a livello dei neuroni AD [da National Institute on Aging, 
NIA]. 
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1.2.4 Forme familiari e forme sporadiche 
Dal punto di vista genetico, la AD può essere distinta in forme sporadiche e forme familiari. 
Complessivamente, più del 90% dei pazienti con AD sono sporadici, con un’età di esordio tardi-
va, mentre il restante 10% dei casi rende conto delle forme familiari, in cui i sintomi compaiono 
precocemente, di solito prima dei 60 anni [Newman et al., 2007]. Circa il 60% dei casi EOAD 
presentano più individui affetti all’interno della stessa famiglia e circa il 13% delle forme fami-
liari sono ereditate con modalità autosomica dominante [Bekris et al., 2010]. Sono state infatti 
identificate mutazioni in geni diversi che sono responsabili della patofisiologia delle forme fa-
miliari di EOAD: (i) il gene della proteina precursore dell’amiloide (APP), (ii) il gene della prese-
nilina 1 (PSEN1) e (iii) il gene della presenilina 2 (PSEN2) che codificano per proteine implicate 
nel processamento della APP e nella generazione del peptide Aβ [Reitz and Mayeux, 2014]. 
Il gene APP mappa sul cromosoma 21 ed è formato da 18 esoni che, attraverso splicing alterna-
tivo, possono dar luogo a 10 isoforme diverse costituite da 563 a 770 aminoacidi; la forma APP 
695 è quella predominante a livello del sistema nervoso centrale (SNC). Le mutazioni a livello di 
questo gene sono rare e, attualmente, sono state descritte 32 mutazioni nel gene APP, identifi-
cate in famiglie con AD  [Bekris et al., 2010]. La maggior parte di queste mutazioni si trovano 
nei siti di clivaggio delle secretasi, enzimi implicati nel processo di degradazione della APP, op-
pure nel dominio transmembrana della APP stessa. Le mutazioni determinano un’incrementata 
produzione del peptide Aβ, in particolare dell’isoforma più lunga, quella costituita da 42 ami-
noacidi (Aβ42) che, rispetto alla variante di 40 residui (Aβ40), è più neurotossica per la sua 
maggiore tendenza a formare aggregati [Gandy and Petanceska, 2000]. 
I geni PSEN1 e PSEN2, che mappano rispettivamente sul cromosoma 14 e sul cromosoma 1, 
codificano per due proteine transmembrana: la presenilina 1 (PS1) e la presenilina 2 (PS2) che 
fanno parte del complesso delle γ-secretasi. Mutazioni a carico di questi geni sono funzional-
mente associate ad un accumulo della proteina amiloide Aβ1-42 [Lambert and Amouyel, 2007]. 
Nel gene PSEN1 sono state identificate circa 178 mutazioni, in 393 famiglie, che causano il 18-
50% dei casi EOAD [Bettens et al., 2010], mentre nel gene PSEN2 ne sono state rilevate 14 in 23 
famiglie [Bekris et al., 2010; Bettens et al., 2010]. Le mutazioni missenso nel gene PSEN2 hanno 
minore penetranza rispetto a quelle trovate nel gene PSEN1 e, pertanto, risultano essere più 
soggette a modificazione da parte di altri geni oppure a influenze di tipo ambientale [Tandon 
and  Fraser, 2002].  
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Anche se le mutazioni finora descritte sono state riscontrate in centinaia di famiglie e sono re-
sponsabili del 30-50% dei casi di AD a trasmissione autosomica dominante, esse rappresentano 
solo lo 0.5% circa di tutti i casi AD [Bekris et al., 2010]. 
Ad eccezione di queste rare forme familiari, nelle quali la malattia è dovuta a mutazioni in un 
singolo gene, la maggior parte dei casi di AD sono sporadici e presentano di solito un’età di in-
sorgenza tardiva. Anche se parenti di primo grado di questi pazienti presentano circa il doppio 
del rischio previsto di sviluppare la malattia, il modello di trasmissione è raramente coerente 
con l’eredità mendeliana [Bekris et al., 2010]. Le forme sporadiche presentano un’eziologia 
complessa in cui intervengono sia fattori ambientali che genetici i quali, presi singolarmente, 
non sono necessari né sufficienti allo sviluppo della malattia. Gli studi di associazione sulla AD 
hanno condotto ad un quadro molto complesso in cui numerosi geni sono stati proposti come 
fattori di predisposizione alla malattia anche se non è chiaro il ruolo esatto di ciascuno di essi 
nella patogenesi, né i meccanismi di interazione tra i vari fattori. Tra i geni studiati, solo il gene 
che codifica per l’apolipoproteina E (ApoE), è stato inconfutabilmente riconosciuto essere as-
sociato alle LOAD [Coon et al., 2007].  
Esistono tre isoforme della proteina ApoE: l’ApoE2, ApoE3, ApoE4 [Uterman et al., 1979; Zannis 
et al., 1981] codificate da tre diversi alleli (ε2, ε3, ε4) di uno stesso gene localizzato sul cromo-
soma 19. La frequenza dei tre alleli nella popolazione è pari rispettivamente al 10%, al 75% e al 
15% [Saunders et al., 1993]. Nell’encefalo, L’ApoE è implicata nel trasporto del colesterolo, i-
noltre, molteplici studi supportano il coinvolgimento dell’ApoE nella sinaptogenesi, nella cre-
scita neuritica [Gomez-Isla et al., 2004] e nell’arborizzazione dendritica, nella modulazione del-
la plasticità sinaptica, nella neurogenesi e nella neuroinfiammazione, spesso con efficacia iso-
forma-specifica [Sorrentino et al., 2014].  Le tre diverse isoforme dell’ApoE differiscono nella 
sequenza aminoacidica a livello delle posizioni 112 e 158 dove sono presenti o una cisteina 
(Cys) o un’arginina (Arg) (figura 3): l’Apo E2 ha una Cys in entrambe le posizioni,  l’ApoE3 con-
tiene una cisteina in posizione 112 ed un’Arg in posizione 158 mentre l’ApoE4 presenta un’Arg 
in entrambe le posizioni [Liu et al., 2013]. 
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Figura 3. Isoforme ApoE2, E3 ed E4 codificate rispettivamente dagli alleli ε2, ε3 ed ε4 del gene ApoE [da Liu et al., 
2013]. 
 
 
Tale cambiamento aminoacidico, ha un profondo effetto sulla struttura della proteina; per tale 
motivo è stato supposto che l’ApoE, ed in particolare L’ApoE-ε4, giochi un ruolo fondamentale 
nel rischio di sviluppare AD [Sorrentino et al., 2014]. A riguardo, numerosi studi hanno identifi-
cato che l’allele ε4 dell’ApoE è il principale fattore di rischio genetico per lo sviluppo delle for-
me sporadiche di LOAD [Sorrentino et al., 2014]; sebbene solo il 24% - 30% della popolazione 
Caucasica generale possiede due copie d’allele ApoE-ε4, tale percentuale aumenta al 40% - 
65% se si considerano i pazienti AD che possiedono almeno una copia di tale allele [Raber et 
al., 2004]. È stato osservato che, nella popolazione mondiale, la frequenza degli alleli ε2, ε3 ed 
ε4 è pari rispettivamente all’8%, al 77.% e al 13.7%, mentre se si considera la frequenza 
dell’allele ε4 nei pazienti con AD la percentuale incrementa del 40% circa [Liu et al., 2013]. La 
presenza di un singolo allele ApoE-ε4 è associata ad un aumentato rischio, 2-3 volte superiore, 
di sviluppare AD mentre la presenza di due alleli ApoE-ε4 è associata ad un rischio 5 volte mag-
giore, o più alto, di sviluppare la malattia. Inoltre, ogni allele ApoE-ε4 diminuisce l’età di insor-
genza della malattia di circa 6-7 anni [Reitz and Mayeux, 2014]. Sebbene sia stato stimato che il 
rischio di sviluppare AD, attribuibile all’ApoE-ε4, sia del 20-50%, la presenza dell’allele ε4 non è 
una condizione né necessaria né sufficiente per sviluppare la malattia [Reitz and Mayeux, 
2014]. Vari studi dimostrano che individui portatori dell’allele ε4 non sviluppano AD e pazienti 
con LOAD non presentano l’allele ε4, suggerendo che potrebbero esserci altri geni di suscettibi-
lità e fattori ambientali coinvolti nella comparsa della malattia [Alagiakrishnan et al., 2012].  
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1.2.5 Studi di associazione genome-wide  
Negli ultimi cinque anni, i progressi tecnologici nell’elaborazione di studi di associazione geno-
me-wide (GWSA) hanno permesso l'esame simultaneo di migliaia di polimorfismi in tutto il ge-
noma consentendo di ampliare le conoscenze delle basi genetiche e dei meccanismi coinvolti 
nella malattia. Gli studi GWSA, condotti su ampie popolazioni, hanno permesso di identificare 
più di 20 nuovi loci che sembrano conferire un aumentato rischio di sviluppare LOAD [Reitz and 
Mayeux, 2014]. I primi studi hanno identificato diversi nuovi geni: il gene CLU, che mappa sul 
cromosoma 8; il gene phosphatidylinositol binding clathrin assembly protein (PICALM) localiz-
zato sul cromosoma 11; il gene receptor for the complement C3b protein (CR1), che mappa sul 
cromosoma 1 [Harold et al., 2009]; il gene bridging integrator 1 (BIN1), che mappa sul cromo-
soma 2 [Carrasquillo et al., 2011] e il gene sortilin-related receptor, L (DLR class) A repeats-
containing (SORL1), che mappa sul cromosoma 11 [Reitz and Mayeux, 2014].  
Il gene CLU codifica per la clusterina, conosciuta anche come apolipoproteina J (ApoJ) [Sorren-
tino et al., 2014]; questa è una lipoproteina altamente espressa sia a livello periferico che cen-
trale. Come l’ApoE, l’ApoJ è implicata nel trasporto lipidico e si ipotizza che possa agire come 
uno chaperone extracellulare favorendo la liberazione, recettore-mediata, della Aβ attraverso 
un meccanismo di endocitosi, limitandone così l’aggregazione [Reitz and Mayeux, 2014].  
PICALM è una proteina implicata nell’endocitosi mediata da clatrina e sembra svolgere un ruo-
lo nella trasmissione sinaptica e nella formazione della memoria [Bettens et al., 2010]; agisce a 
livello sinaptico come trasportatore di molecole necessarie al funzionamento dei neuroni, faci-
litando l'endocitosi delle proteine associate alle vescicole sinaptiche presenti sulla membrana 
plasmatica [Reitz and Mayeux, 2014].  
CR1 è un recettore di membrana che fa parte del sistema del complemento: possiede siti di le-
game per i fattori del complemento C3b e C4b ed è coinvolto nella rimozione degli immuno-
complessi contenenti queste due proteine; considerando che oligomeri di Aβ possono legare 
C3b, CR1 può essere implicato nell’eliminazione dell’Aβ. Si ritiene quindi che CR1 svolga un 
ruolo nei processi neuroinfiammatori, tipici del cervello AD [Mosher and Wyss-Coray, 2014; 
Reitz and Mayeux, 2014]. 
BIN1 (amfifisina II) fa parte della famiglia dei geni Bin1/amphiphysin/RVS167 (BAR) che sono 
implicati in diversi processi cellulari quali la dinamicità dei filamenti di actina, il traffico di 
membrana e l’endocitosi mediata da clatrina, che può incidere sul processamento della APP e 
sulla produzione o sulla rimozione dell’Aβ nell’encefalo [Reitz and Mayeux, 2014].  
 12 
Infine, un gene che ha suscitato molto interesse è SORL1 che codifica per la sortilina (SorLA), 
una proteina implicata nel traffico intracellulare della APP. È stato osservato che topi Sort1 -/- 
(sortilin 1 -/-) mostrano una precoce diminuzione dell’acetilcolina transferasi con decremento 
delle funzioni mnemoniche [Sorrentino et al., 2014]. 
Recenti studi di GWAS hanno permesso di identificare un ulteriore set di geni di suscettibilità 
per la LOAD: CD33, MS4A4A/MS4A4E/MS4A6E cluster, ABCA7, CD2AP e EPHA1, tutti probabil-
mente implicati nel sistema immunitario ad eccezione di ABCA7 che sembrerebbe implicato 
anche nel metabolismo lipidico e nel processamento della APP [Reitz and Mayeux, 2014].  
 
1.2.6 Teorie eziopatogenetiche 
L’eziologia della AD rimane a tutt'oggi sconosciuta. Lo studio delle forme familiari autosomiche 
dominanti ha permesso di ottenere preziose informazioni sulla malattia ed ha fornito un note-
vole aiuto per la comprensione dei meccanismi molecolari che sono alla base del processo di 
neurodegenerazione nella AD. Da qui l’incertezza sull’eziopatogenesi dei processi neurodege-
nerativi che deve essere considerata eterogenea e multifattoriale. Si ritiene che siano implicati 
fattori genetici, ambientali, infiammatori, ormonali e di stress ossidativo dalla cui interazione si 
innescano meccanismi di amplificazione del danno iniziale con conseguente progressiva perdi-
ta funzionale e strutturale delle cellule nervose [Xiaoning, 2010]. Nel corso degli anni sono sta-
te formulate diverse ipotesi eziopatogenetiche, soggette a continue revisioni; alcune delle qua-
li sono di seguito riportate. 
 
1.2.7 Ipotesi della cascata amiloidea 
L’ipotesi della cascata amiloidea, la più accreditata fino a poco tempo fa, presuppone 
un’aberrazione nel processamento proteolitico della APP che conduce ad un’aumentata pro-
duzione del peptide Aβ che, a sua volta, si accumula e si deposita nelle PS caratteristiche 
dell’encefalo AD [Newman et al., 2007]. Si ipotizza che la APP, una proteina transmembrana, 
sia implicata nella crescita, nella sopravvivenza e nella riparazione del danno neuronale [Lee et 
al., 2010]; in vivo, la APP è processata da proteine secretasi attraverso due vie principali: la via 
non amiloidigenica e la via amiloidogenica (figura 4). Nella via non amiloidogenica l’APP viene 
scissa dall’α-secretasi in un frammento N-terminale solubile α (sAPPα) ed un frammento C-
terminale di 89 aminoacidi ancorato alla membrana, il CTFα, conosciuto anche come C83. La 
via amiloidogenica è avviata dalla β-secretasi, enzima conosciuto anche come β-APP-site clea-
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ving enzime (BACE) che taglia l’APP a livello dell’estremità N-terminale generando il frammento 
sAPPβ e il frammento CTFβ di 99 o 89 amminoacidi (C99 e C89). I frammenti C-terminali sono 
processati dalla γ-secretasi; in particolare l’azione dell’enzima sul frammento C83 porta alla 
formazione del dominio intracellulare dell’APP (AICD) e del frammento p3, non tossico. Il taglio 
sul frammento C99 comporta la formazione del AICD e della Aβ40 e Aβ42 mentre quello sul 
C89 produce AICD [Gandy, 2005; Lee et al., 2010, Meraz-Ríos et al., 2014]. 
 
 
Figura 4. Schema rappresentativo del processamento della APP e dell’accumulo della Aβ [Meraz-Ríos et al., 2014]. 
 
È stato osservato che il metabolismo della Aβ è condizionato dall’ApoE; vari studi dimostrano 
che i diversi genotipi della proteina influenzano fortemente la deposizione di Aβ a livello delle 
PS. Le singole differenze aminoacidiche a livello delle posizioni 112 e 158, che danno origine al-
le diverse isoforme dell’ApoE, sono in grado di influenzare la loro capacità di legare lipidi, re-
cettori e la Aβ [Liu et al., 2013]. Infatti, è stato dimostrato che, nell’encefalo, l’ApoE è in grado 
di legare l’amiloide in modo isoforma specifico; rispetto all’isoforma E2 ed E3, l’ApoE4  lega con 
maggiore efficacia gli aggregati di Aβ [Bekris et al., 2010]. Inoltre, evidenze immuno-istologiche 
evidenziano che l’ApoE è co-depositata nelle PS del cervello di pazienti con AD e che la deposi-
zione di Aβ42 è molto più abbondante nei soggetti ApoE ε4 carriers rispetto ai soggetti ApoE ε4 
non carriers [Liu et al., 2013]. 
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1.2.8 Iperfosforilazione della proteina tau e accumulo di NFTs 
I NFTs, sono ammassi di filamenti costituiti da proteina tau nella sua forma iperfosforilata. La 
proteina tau appartiene alla famiglia delle proteine associate ai microtubuli (MAPs) ed è una 
componente del citoscheletro neuronale; in condizioni fisiologiche la proteina tau facilita la 
stabilizzazione dei microtubuli attraverso un meccanismo regolato da chinasi e fosfatasi [Mo-
khtar et al., 2013]. La tau fosforilata è la base patogenetica per la formazione dei NFTs: 
l’iperfosforilazione riduce la capacità della tau di legarsi ai microtubuli e determina la sua depo-
limerizzazione in dimeri insolubili che si aggregano a formare i grovigli neurofibrillari [Selkoe, 
2004] (figura 5). L’aggregazione di tau in filamenti porta al collasso della struttura citoscheletri-
ca ed ad una riduzione del trasporto assonale, fondamentale nel trasferimento di sostanze di 
natura trofica ed energetica tra corpo cellulare e vallo sinaptico [Iqbal et al., 2009]. L’efficienza 
di questo trasporto è necessaria per mantenere buone connessioni neuronali; quando il tra-
sporto viene alterato i neuroni degenerano e la rete neuronale coinvolta nelle varie funzioni 
cognitive e vitali viene interrotta, provocando i sintomi tipici della malattia di Alzheimer. Il nu-
mero di grovigli neurofibrillari è strettamente associato alla gravità della malattia anche se non 
è ancora del tutto conosciuto il loro ruolo nella patogenesi del morbo di Alzheimer [Dickson, 
2006].  
 
 
 
Figura 5. Formazione dei grovigli neurofibrillari a seguito di un’anormale iperfosforilazione della proteina tau [da 
Mokhtar et al., 2013]. 
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1.3 Mild Cognitive Impairment 
1.3.1 Cenni storici 
Nel corso degli anni, sono stati utilizzati diversi termini per descrivere la fase intermedia tra 
l’invecchiamento fisiologico e il deterioramento cognitivo. Il primo tentativo risale al 1962 
quando Kral utilizzò il termine “benign senescent forgetfulness” per descrivere una lieve perdi-
ta di memoria legata al normale invecchiamento [Kral, 1962]. Successivamente, nel 1986, il Na-
tional Institute of Mental Health, propose il termine “age-associated memory impairment” (A-
AMI) in riferimento ad un deficit di memoria, riscontrabile nel normale invecchiamento, tale da 
non interferire con la vita quotidiana [Crook et al., 1986]. Il criterio AAMI presentava, però, del-
le carenze: includeva solo deficit di memoria e prevedeva il confronto tra performances mne-
moniche di individui anziani rispetto a giovani adulti; come tale, il AAMI era incapace di deline-
are individui a rischio di sviluppare condizioni patologiche rispetto al normale processo di in-
vecchiamento [Petersen e Negash, 2008]. Nel tentativo di bypassare le limitazioni del AAMI, la 
International Psychogeriatric Association ha coniato, in seguito, il termine “age-associated co-
gnitive decline” (AACD) per riferirsi ai molteplici domini cognitivi che si presume diminuiscano 
nel normale invecchiamento [Levy, 1994]; rispetto al AAMI quindi i criteri per l’AACD prevede-
vano una valutazione più ampia, non limitata alla memoria ed in associazione all’età e al grado 
di istruzione. In alternativa, il Canadian Study of Health and Aging, ha coniato il termine “cogni-
tive impairement-no dementia” (CIND), per descrivere funzioni cognitive compromesse, ma 
non sufficientemente severe da costituire demenza [Petersen e Negash, 2008]. 
Nel 1999 il gruppo di lavoro della Mayo Clinic ha introdotto il termine “mild cognitive impair-
ment” (MCI) per descrivere una condizione patologica e non una manifestazione del normale 
invecchiamento, caratterizzandola come un’entità clinica funzionale [Petersen et al., 1999]. 
 
1.3.2 Quadro clinico e classificazione del MCI 
Il MCI, è stato proposto come una condizione di deterioramento cognitivo intermedia tra quella 
che è considerata essere “normale” per l’invecchiamento e quella considerata essere sufficien-
te per la diagnosi di demenza o di AD [Tarawneh e Holtzman, 2012]. In origine, i criteri proposti 
per identificare soggetti con MCI includevano: (i) presenza di un disturbo soggettivo di memoria 
(preferibilmente confermato da un’altra persona), (ii) oggettiva evidenza di un deficit di memo-
ria valutato attraverso test cognitivi, (iii) normalità degli altri domini cognitivi, (iv) mancanza di 
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compromissione delle attività della vita quotidiana, (v) assenza di demenza [Pertersen et al., 
1999].  
Tuttavia, il concetto di MCI si è notevolmente evoluto nel corso degli anni, portando ad una re-
visione dei criteri diagnostici originari che erano stati designati per caratterizzare gli stadi pre-
coci della AD ed erano focalizzati sul disturbo di memoria [Winblad et al., 2004].  Inoltre, ricer-
che successive hanno messo in evidenza che non tutti i soggetti MCI evolvono in AD, alcuni ri-
mangono stabili e altri possono progredire a demenze di tipo non-AD [Petersen e Negash, 2008; 
Tarawneh e Holtzman, 2012]. Per tale motivo, i criteri utilizzati nella diagnosi di MCI, sono stati 
ampliati per considerare non solo deficit di memoria, ma anche il deterioramento di domini 
non-mnemonici come ad esempio l'attenzione, le abilità visuo spaziali, le funzioni esecutive e il 
linguaggio [Winblad et al., 2004]. 
Il primo passo da affrontare è quello di stabilire se la presenza di disturbi cognitivi rappresenti-
no una condizione normale per l’età o siano indicativi di un quadro di demenza. Se il deficit non 
è né normale per l’età, né sufficientemente elevato per una diagnosi di demenza, ma si registra 
un declino cognitivo con attività funzionali ampiamente preservate, allora il paziente potrebbe 
essere classificato come MCI [Winblad et al., 2004]. Dopo aver stabilito la diagnosi di MCI, il 
passo successivo è quello di classificarne il sottotipo clinico in base al coinvolgimento o meno 
del dominio di memoria ed al numero dei domini cognitivi implicati [Winblad et al., 2004; Pe-
tersen e Negash, 2008; Geda, 2012].  
Se ad essere colpita è la memoria e gli altri domini restano intatti, si può assumere che si tratti 
di MCI amnestico (aMCI); se, d’altra parte, la memoria è risparmiata, ma si ha declino negli altri 
domini cognitivi, si parla di MCI non-amnestico (naMCI). Infine, se ad essere coinvolto è solo il 
dominio della memoria, si parla di aMCI-singolo dominio, mentre si usa il termine aMCI-multi 
dominio se il soggetto ha difficoltà di memoria e deficit in almeno un altro dominio cognitivo, 
ad esempio il linguaggio, le funzioni esecutive o le abilità visuo spaziali. Allo stesso modo, può 
essere effettuata una diagnosi di naMCI-singolo dominio se il soggetto mostra dei deficit in un 
singolo dominio non-memonico, mentre il termine naMCI-multi dominio si riferisce a difetti in 
più domini diversi dalla memoria [Petersen e Negash, 2008; Geda, 2012] (figura 6). 
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Figura 6. Algoritmo diagnostico per classificare una specifica forma di MCI [da Geda, 2012]. 
 
 
Dopo aver caratterizzato l’appartenenza ad uno specifico sottotipo di MCI, il passo successivo 
richiede la determinazione dei probabili meccanismi eziologici che hanno indotto la patologia. 
In genere, questo avviene sulla base della storia clinica del paziente, dei test di laboratorio (ad 
esempio attraverso l’analisi del liquido cerebrospinale) e dagli studi di neuro immagine struttu-
rale e funzionale [Forlenza, 2013]. A seguito di queste valutazioni, si può determinare se la cau-
sa del MCI è di natura degenerativa (esordio graduale o progressione insidiosa), vascolare (e-
sordio improvviso, fattori di rischio vascolari, storia di ictus, attacchi transitori ischemici), psi-
chiatria (storia di depressione o ansietà) o, in alternativa, se è secondaria ad altre patologie (in-
sufficienza cardiaca, diabete mellito, cancro) [Petersen, 2008]. Ad esempio, il aMCI a singolo- e 
multi-dominio dovuto ad una presunta causa degenerativa rappresenta, probabilmente, una 
forma prodromica di AD [Petersen, 2004; Albert et al., 2011]. Al contrario, i soggetti con naMCI 
possono avere un’alta probabilità di progredire a demenze di tipo non-AD, come demenza fron-
totemporale e demenza a corpi di Lewy, a seconda che siano compromessi rispettivamente le 
funzioni esecutivo-comportamentali o le abilità visuo-spaziali [Molano et al., 2010] (figura 7).  
Mettere in associazione il quadro clinico con l’eziologia può essere utile per predire il tipo di 
demenza a cui il MCI può evolvere [Geda, 2012]. 
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Figura 7. Classificazione dei sottotipi clinici di MCI con le rispettive presunte eziologie [da Petersen, 2008]. 
 
In aggiunta al MCI, il Disturbo Soggettivo di Memoria (SCI) è stato recentemente considerato un 
potenziale stadio pre-MCI nonché un fattore di rischio per la demenza [Yoon et al., 2012]. Il SCI 
è abbastanza comune nelle persone anziane; tuttavia il suo significato clinico è ancora scono-
sciuto [Yoon et al., 2012]. Alcuni studi di letteratura suggeriscono che il SCI è associato a de-
pressione, ansia e stress [Clarnette et al., 2001; Zandi, 2004]; al contrario, studi più recenti di-
mostrano che il SCI è una condizione predittiva del disturbo cognitivo [Treves et al., 2005; Jes-
sen et al., 2010]. Jonker et al. [2000] sostengono che i deficit di memoria che si riscontrano nel-
le persone anziane, non devono essere considerati come semplici fenomeni legati all’età, ma 
dovrebbero essere valutati come possibili e precoci segni di demenza. Inoltre, uno studio in cui 
è stato seguito, per più di 7 anni, il follow-up di adulti sani con e senza SCI ha rilevato un au-
mento del declino cognitivo nei soggetti con SCI [Reisberg et al., 2010]. 
 
1.3.3 Caratteristiche epidemiologiche del MCI 
Studi diversi riportano variazioni considerevoli della prevalenza del MCI con una percentuale 
che varia dal 3% al 53%. Queste divergenze così ampie potrebbero essere spiegate 
dall’eterogeneità degli approcci metodologici e dei criteri di diagnosi utilizzati, dalla sensibilità 
dei test cognitivi adoperati e dalla presenza di comorbidità psichiatriche (depressione, ansietà, 
apatia o disturbi del sonno) [Forlenza et al., 2013]. Inoltre, tale percentuale dipende fortemente 
dall’età media e dal livello di scolarità dei pazienti: varia dal 3%, per gli individui di 60 anni, al 
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15% per i soggetti di 75 anni di età o più anziani. Se si prendono in considerazione tutti i sotto-
tipi di MCI, l’incidenza della patologia varia da 51 a 76.8 per 1000 persone-anno; se invece si 
considerano solo gli aMCI l’incidenza varia da 9.9 a 40.06 mentre se si valutano gli naMCI tale 
valore varia da 28 a 36.3 per 1000 persone-anno [Forlenza et al., 2013].  
Studi di popolazione riportano che sia la prevalenza [Petersen et al., 2010; Ganguli et al., 2010] 
che l’incidenza [Luck et al., 2010; Roberts et al., 2012] del MCI differiscono tra i due sessi. Ro-
berts e collaboratori hanno seguito, per un periodo medio di 3.4 anni, 1450 soggetti non affetti 
da disordini cognitivi, con un’età compresa tra i 70 e gli 89 anni,  riportando che 296 dei parte-
cipanti allo studio sviluppavano MCI.  La percentuale globale di incidenza, standardizzata per 
sesso ed età, era pari al 6.36% con un indice più elevato negli uomini (7.24%) rispetto alle don-
ne (5.73%). L’incidenza del aMCI risultava essere del 3.77% e quella del naMCI dell’1.47%. Inol-
tre, la percentuale di incidenza del aMCI risultava essere più elevata negli individui di sesso 
maschile rispetto alle donne (rispettivamente del 4.39% e del 3.25%). Similmente, il naMCI ha 
un’incidenza maggiore negli uomini (2%) rispetto alle donne (1.09%). È stato anche osservato 
che l’incidenza del MCI, in soggetti con una scolarità inferiore a 12 anni, era due volte più alta 
che nei partecipanti con un livello di educazione superiore ai 12 anni (2.03% versus 1.02%). 
 
1.3.4 Fattori di rischio per MCI e conversione ad AD 
Lo studio dei possibili fattori di rischio che possono promuovere o predire l’insorgenza del MCI 
e dei suoi diversi sottotipi è un argomento di ricerca relativamente nuovo. La maggior parte 
delle informazioni disponibili sono state raccolte nel corso degli ultimi 10 anni e non è ancora 
chiaro se i fattori identificati possono essere considerati dei reali pericoli per lo sviluppo del 
MCI o semplicemente predicono la sua comparsa [Petersen et al., 2014]. 
Prevedibilmente, i principali fattori di rischio associati al declino cognitivo e alla demenza (l'età 
avanzata e il basso livello di istruzione) sono stati associati anche al MCI. Tuttavia, non vi è un 
accordo generale sulla portata dell'associazione; questo è probabilmente dovuto alla correzio-
ne dei punteggi ottenuti nei test neuropsicologici per età e scolarità. Inoltre, il MCI è, per defi-
nizione, uno stato di transizione e il contesto in cui i casi vengono reclutati può avere un impat-
to sul profilo del rischio [Petersen et al., 2014]. 
Il MCI è una condizione complessa dal punto di vista genetico e attualmente non si conoscono 
dei geni maggiormente implicati nel decadimento lieve. I disturbi che eventualmente possono 
scaturire dal MCI, ad esempio la AD, le patologie vascolari e la depressione, possono in parte 
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avere un'origine genetica e, quindi, diversi geni potrebbero essere alla base dell’eziologia del 
MCI [Winblad et al., 2004]. 
L’associazione tra il MCI e il noto fattore di rischio dell’AD, allele ε4 del gene dell’ApoE è stata 
ampiamente studiata e, in generale, i risultati sono in linea con quelli riscontrati per la AD [Liu 
et al., 2013].  
È stato osservato che la frequenza dell’ApoE-ε4 è più alta nei pazienti con aMCI rispetto ad in-
dividui di controllo; pazienti con MCI ApoE-ε4 esibiscono dei profili cognitivi paragonabili a 
quelli dei pazienti negli stadi precoci di AD [Luck et al., 2010]. Uno studio caso-controllo riporta 
una ridotta performance nei test di memoria nei pazienti MCI portatori dell’allele ε4 comparati 
con i non carrier. Inoltre, l’allele ε4 sembrerebbe essere associato, nei pazienti MCI, anche ad 
un incremento del rischio di sviluppare deficit di memoria in età media (40-59 anni) e avanzata 
(60-85 anni) [Ward et al., 2013]. I pazienti ε4 carriers affetti da MCI mostrano un declino più 
rapido nelle valutazioni cognitive e funzionali e la severità del deficit è fortemente associata 
con la presenza dell’allele ε4. È importante sottolineare che l’ApoE-ε4 è associata ad un au-
mentato rischio di progressione da MCI a demenza tipo AD. Gli individui con aMCI e ApoE-ε4 
carrier tendono ad avere una minore età di insorgenza della malattia rispetto ai pazienti non 
carriers, similmente alla AD. Questi risultati indicano che l’allele ApoE-ε4 nei pazienti con MCI 
potrebbe essere un fattore predittivo per il rischio di conversione ad AD [Liu et al., 2013].  
Diversi studi, infatti, mostrano che i pazienti con MCI hanno un elevato rischio di evolvere a 
demenza [Palmer et al., 2010]; studi di metanalisi mettono in evidenza che individui con MCI 
riportano una percentuale di conversione a demenza che varia dal 6% al 15% per anno [Mi-
tchell and Shiri-Feshki, 2009]. È stato stimato che circa un terzo dei pazienti MCI converte ad 
AD e, se si segue il follow-up dei pazienti per un periodo di sei anni,  la percentuale di conver-
sione aumenta a circa l’80% [Petersen, 2004]. Tuttavia, è stato ripetutamente dimostrato che 
non tutti i pazienti con MCI sviluppano AD o altre forme di demenza  [Palmer et al., 2010; Mi-
tchell and Shiri-Feshki, 2009] e che il deficit cognitivo negli anziani è dovuto a fattori di rischio 
eterogenei [Monastero et al., 2007] con diverse eziologie e cause [Winblad et al., 2004]. 
 
 
 
 
 
 21 
1.4 Lo stress ossidativo: aspetti generali 
1.4.1 Danno da radicali liberi 
Secondo la teoria dei radicali liberi, introdotta per la prima volta nel 1956 da Denham Harman, 
l’invecchiamento può essere considerato come un progressivo ed inevitabile processo parzial-
mente correlato all’accumulo di danno ossidativo a livello delle biomolecole [Harman, 1956]. In 
accordo con questa teoria, il danno ossidativo è dovuto ad una perturbazione cellulare 
dell’equilibrio pro-ossidante/antiossidante a favore della prima [Sekler et al., 2008]. 
I radicali liberi sono specie chimiche altamente reattive in virtù della presenza di un elettrone 
spaiato; questa peculiarità chimica conferisce loro un’elevata instabilità e, di conseguenza, re-
agiscono con altre molecole al fine di raggiungere un livello maggiore di stabilità. Il radicale li-
bero, infatti, durante la sua breve vita, è spinto a catturare un atomo di idrogeno da altre mo-
lecole determinando una reazione a catena che finisce per alterare irreversibilmente la struttu-
ra chimica delle componenti cellulari con cui viene a contatto [Jones, 2008].   
La maggior parte dei radicali liberi che danneggiano i sistemi biologici, sono radicali liberi 
dell’ossigeno generalmente conosciuti come “specie reattive dell’ossigeno” (ROS) [Rahman, 
2007]. Le ROS includono un gran numero di molecole tra cui l’anione superossido (·O2
-), il pe-
rossido di idrogeno (H2O2), il radicale idrossile (·OH).  
È stato osservato che le ROS possono avere sia un effetto benefico sia dannoso; gli effetti be-
nefici includono, per esempio, la difesa contro gli agenti infettivi e funzioni nel meccanismo di 
segnalazione cellulare. Al contrario, ad alte concentrazioni, le ROS possono indurre danno a 
strutture cellulari tra cui lipidi e membrane, proteine e acidi nucleici innescando una condizio-
ne di “stress ossidativo” [Poli et al., 2004].  
Il principale bersaglio delle ROS è rappresentato dalla componente fosfolipidica delle membra-
ne; ad essere attaccati sono principalmente gli acidi grassi polinsaturi (PUFA), i quali subiscono 
un processo a catena noto come perossidazione lipidica, che comporta la loro trasformazione 
in idroperossidi lipidici e composti aldeidici secondari, come il 4-idrossinonale (4HNE) [Swom-
ley et al., 2013], la malondialdeide (MDA) e il 2-propenale (acroleina) [Wang et al., 2013]. Altri 
markers di perossidazione lipidica sono rappresentati dagli isoprostani che includono gli F2-
isoprostani (F2-isoPs) e gli F4-neuroprostani [Wang et al., 2013]. Le conseguenze della perossi-
dazione lipidica comprendono la perdita di grassi polinsaturi, che comporta una diminuzione 
della fluidità di membrana, con conseguente alterazione della loro permeabilità. Altra conse-
guenza è la modificazione dell’interazione fra lipidi e proteine associate alle membrane, con 
 22 
conseguente alterazione delle attività enzimatiche e del trasporto ionico. L’alterazione 
dell’integrità della membrana plasmatica e il conseguente aumento della permeabilità agli ioni 
Ca2+ [Vercesi et al., 1997], possono portare alla distruzione irreversibile della cellula [Bernardi, 
1992]. 
L’azione dannosa delle ROS può esplicarsi anche a livello del DNA, sia nucleare che mitocon-
driale, tale da indurre la rottura del doppio filamento dell’elica e modificazioni delle basi azota-
te, principalmente l’ossidazione della guanina. I markers di danno ossidativo al DNA sono l’8-
idrossidesossiguanosina (8-OHdG) e l’8-idrossiguanosina (8-OHG) [Wang et al., 2013]. 
I danni da radicali liberi possono interessare anche le proteine; i principali marcatori di danno 
ossidativo alle proteine includono le carbonil proteine, dovute a modificazioni ossidative di al-
cuni aminoacidi e la 3-nitrotirosina, un prodotto di nitrazione della tirosina mediata attraverso 
le specie reattive azotate [Wang et al., 2013].  
Un marker di danno ossidativo che permette di valutare la quantità di proteine modificate da 
processi di ossidazione, a livello di specifici residui aminoacidici, è rappresentato dai prodotti di 
ossidazione avanzata delle proteine (AOPP) [Witko-Sarsat et al., 1996]. In particolare, gli AOPP 
sono i prodotti della reazione delle proteine plasmatiche con gli ossidanti clorurati (HOCl) pro-
dotti dall’enzima mieloperossidasi (MPO). La MPO è responsabile della produzione degli AOPP 
in vari modi, sia tramite l’attività del 2HOCl, sia tramite l’attività diretta dell’enzima stresso 
[Fialovà et al., 2006; Noyan et al., 2006]. L’azione dell’HOCl sulle proteine plasmatiche è re-
sponsabile della produzione di proteine clorinate e cloramine [Witko-Sarsat et al., 1998]. Alcuni 
di questi intermedi hanno una emivita molto breve e vengono facilmente idrolizzati a formare 
aldeidi, ammoniaca ed anidride carbonica con conseguente rapido incremento dei carbonili to-
tali [Hawkins and Davies, 1998]. La MPO, invece, agendo direttamente sui residui di tirosina, 
contribuisce alla formazione dei dimeri di tirosina con conseguente aumento dell’aggregazione 
proteica [Fu et al., 2000]. Inoltre, la MPO è in grado di convertire la L-serina in glicolaldeide, 
che media la formazione dei prodotti di glicazione delle proteine (AGE). In pazienti affetti da 
patologie croniche si è osservato un innalzamento degli AGE che correla con un aumento delle 
AOPP [Witko Sarsat et al., 1998]. 
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1.4.2 Antiossidanti 
L’organismo ha sviluppato dei meccanismi di protezione contro lo stress ossidativo che, in con-
dizioni normali, sono molto efficaci.  Gli antiossidanti formano dei veri e propri sistemi di pro-
tezione contro i radicali liberi e sono distinti in antiossidanti non enzimatici e antiossidanti en-
zimatici. I primi includono sostanze a basso peso molecolare ed agiscono come “scavengers” 
(spazzini), e possono essere di derivazione endogena o possono essere introdotti, 
nell’organismo, con la dieta. Gli antiossidanti non enzimatici includono diversi fattori tra cui 
l’acido urico, il glutatione, l'acido lipoico, la bilirubina, l’acido ascorbico, il beta-carotene, il to-
coferolo. Di questi, il glutatione sembra essere il più importante, riducendo i processi di peros-
sidazione lipidica bloccando direttamente l'attività delle ROS. Inoltre, il glutatione è importante 
per mantenere la vitamine E e la vitamina C in forma ridotta, conferendo loro proprietà antios-
sidanti [Padurario et al., 2013]. Il glutatione ridotto (GSH) è il più importante antiossidante tio-
lico presente a livello intracellulare [Valko et al., 2006]. I tioli rappresentano una componente 
qualitativamente significativa della barriera antiossidante plasmatica. Infatti, i gruppi sulfidrilici 
(-SH) delle molecole plasmatiche, possono opporsi alla propagazione dei processi perossidativi 
inattivando i radicali alcossilici (RO·) ed idrossilici (HO·). In pratica, una coppia di gruppi tiolici 
può ossidare una coppia di RO· o HO·, cedendo ad essa due elettroni (sotto forma di due atomi 
di idrogeno). In questo modo ambedue i tipi di radicali vengono inattivati: i primi sono rilasciati 
come molecole di alcool mentre i secondi diventano innocue molecole di acqua. I gruppi tiolici 
ormai ossidati, invece, reagiscono tra loro generando ponti disolfuro [Hu, 1994]. 
Metodiche di laboratorio permettono di valutare il potere antiossidante totale mediante saggi 
su siero e plasma; tra questi la capacità antiossidante ferro-riducente (FRAP) è un marker che 
identifica una stima del potere antiossidante, attraverso la reazione di riduzione della tripiridil-
triazina ferrica (Fe3+-TPTZ) in forma ferrosa (Fe2+-TPTZ). Al valore della FRAP contribuiscono, 
per circa il 60%, l'acido urico, per il 15% l'acido ascorbico, per il 5% l'α-tocoferolo, per il 5% la 
birilubina [Benzie and Strain, 1996]. 
Gli antiossidanti enzimatici, invece, annoverano molecole quali la superossido dismutasi (SOD), 
la catalasi, la glutatione perossidasi (GPx) e le aldeidi deidrogenasi. Questi catalizzano le rea-
zioni di riduzione dei radicali liberi diminuendo il loro potere ossidativo e quindi lo loro tossicità 
[Padurariu et al., 2013 ]. L’enzima SOD catalizza la conversione del ·O2
-  in H2O2, che è un com-
posto relativamente più stabile ed ha quindi un potere ossidante inferiore. Esistono tre isofor-
me della SOD, identificabili in base agli ioni presenti nel sito attivo: manganese (MnSOD), ferro 
(FeSOD), rame-zinco (Cu/ZnSOD), alla composizione amminoacidica e alla loro distribuzione 
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negli organismi. I geni che codificano per la SOD derivano da due geni ancestrali: da un gene 
derivano la MnSOD e la FeSOD, diffuse tra tutti gli organismi aerobi, dai batteri alle piante fino 
all’uomo, dall’altro deriva la famiglia delle Cu/ZnSOD presenti esclusivamente tra gli organismi 
eucariotici [Rahaman, 2007]. Nell’uomo sono presenti tre diverse isoforme di SOD: la SOD1, lo-
calizzata nel citoplasma, è un dimero di 32 KDa; la SOD2, localizzata nei mitocondri e la SOD3, 
localizzata a livello extracellulare, sono tetrameri con peso molecolare di 96 KDa; le isoforme 1 
e 3 sono Cu/ZnSOD, mentre l’isoforma 2 è una MnSOD [Rahaman, 2007]. 
Gli enzimi GPx e catalasi, assieme a vari cofattori, trasformano il H2O2 in H2O. La catalasi è una 
metalloproteina localizzata principalmente nei perossisomi delle cellule eucariotiche ed ha la 
funzione di proteggere i tessuti dai perossidi. Le catalasi hanno un’elevata velocità di tourn-
over, infatti, è in grado di convertire ogni minuto approssimativamente 6 milioni di molecole di 
H2O2 in H2O e O2. Quando i livelli di H2O2 sono troppo bassi per attivare le catalasi, la decompo-
sizione dei perossidi avviene per attivazione della GPx [Valko et al., 2006; Rahaman, 2007]. 
 
1.4.3 Ipotesi dello stress ossidativo nella AD e nel MCI 
Il cervello è particolarmente vulnerabile al danno da ROS a causa del suo basso contenuto di 
antiossidanti, alto contenuto di PUFA nelle membrane neuronali ed alta richiesta di ossigeno 
per far fronte al metabolismo del glucosio. Diverse evidenze in letteratura indicano che lo 
stress ossidativo svolge un ruolo patogenetico rilevante nella AD anche se non vi è ancora la 
prova definitiva che questo sia un meccanismo causativo piuttosto che una conseguenza della 
malattia [Picco et al., 2013]. 
Il danno ossidativo può svolgere un ruolo rilevante nella deposizione della proteina amiloide 
nella AD; inoltre, sono state analizzate le complesse relazioni che intercorrono tra deposizione 
di Aβ, eccitotossicità, disregolazione dell’omeostasi del Ca2+ e produzione delle ROS nella AD. 
Condizioni che causano stress ossidativo inducono l’aggregazione della Aβ e contribuiscono 
all’aggregazione della proteina tau ed altre proteine del citoscheletro assonale (figura 8). È sta-
to dimostrato che gli aggregati di Aβ, a seguito dell’interazione con la membrana delle cellule 
neuronali, possono indurre una sequenza di eventi che portano all’accumulo intracellulare di 
ROS [Mariani et al., 2005]. La proteina Aβ42 si inserisce, sottoforma di oligomeri, a livello delle 
membrane lipidiche delle cellule nervose divenendo così una fonte primaria di ROS innescan-
do, in tal modo, il processo di perossidazione lipidica [Picco et al., 2013], con conseguente di-
struzione della membrana neuronale e lisi cellulare [Mariani et al., 2005]. La perossidazione li-
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pidica e l’attivazione della chinasi p38 potrebbero contribuire all’iperfosforilazione della prote-
ina tau portando alla formazione dei NFTs  [Picco et al., 2013].  
Oltre ad indurre direttamente stress ossidativo, la Aβ può generare un microambiente ossida-
tivo tramite l’induzione, ad esempio, di una risposta immunitaria locale. Infatti, sono stati ri-
scontrati, in tessuti post-mortem di pazienti con AD, elevati livelli di mediatori 
dell’infiammazione sia di tipo cellulare che solubili [Mariani et al., 2005]. 
Dati consistenti in letteratura mostrano un incremento dei livelli dei principali markers di peros-
sidazione lipidica nell’encefalo di pazienti AD con un aumento dei livelli di MDA e 4HNE in di-
verse regioni cerebrali e nel fluido cerebrospinale (CSF) di soggetti AD rispetto ai controlli [Chen 
and Zhong, 2014; Padurario et al., 2013]. Anche i livelli di F2-isoPs e prostaglandine sono incre-
mentati nelle regioni cerebrali ricche di placche senili e NFTs come nella corteccia frontale e 
temporale e nell’ippocampo. Un simile aumento è stato riscontrato, a seguito di studi post-
mortem, nel CSF ventricolare e lombare di pazienti con AD ed MCI rispetto ai controlli di pari 
età e nel tessuto cerebrale di pazienti con MCI [Praticò, 2008]. I livelli di carbonil-proteine e 3-
nitrotirosina sono incrementati nel lobo frontale e parietale nonché nell’ippocampo di soggetti 
AD ed MCI.  Anche il livelli di 8-OHdG e 8-OHG sono aumentati nel tessuto cerebrale di soggetti 
con AD e MCI rispetto ai relativi controlli [Praticò, 2008].  
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Figura 8. Stress ossidativo nella AD; lo schema mostra come lo stress ossidativo può essere indotto da disfunzioni 
mitocondriali, infiammazione, iperfosforilazione della proteina tau e accumulo di Aβ [modificata da Chen and 
Zhong, 2014]. 
 
Alcuni studi, in letteratura, analizzano il ruolo dell’ApoE nei confronti dello stress ossidativo e-
videnziando un effetto antiossidante della proteina che differisce a seconda dell’isoforma pre-
sente: l’isoforma E2 sembrerebbe svolgere un maggiore ruolo antiossidante rispetto 
all’isoforma E3 e, soprattutto all’E4 [Miyata and Smith, 1996]. Infatti, nei pazienti AD portatori 
dell’allele ε2 si riscontra una maggiore capacità antiossidante che diminuisce nei pazienti ε3 
carriers fino a svanire nei pazienti ε4 carriers [Miyata and Smith, 1996]. 
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1.5 Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) e malattia di Alzheimer 
Come spiegato in precedenza l’organismo, per  mantenere l’equilibrio redox cellulare, ha svi-
luppato una varietà di meccanismi endogeni di difesa antiossidanti al fine di contrastare un ec-
cessivo accumulo di ROS che causa stress ossidativo [Regoli and Giuliani, 2014]. Il maggiore 
meccanismo di difesa contro lo stress ossidativo è rappresentato dall’attivazione del pathway 
Nrf2-ARE, che regola l’espressione di geni implicati nella detossificazione e nell’eliminazione di 
agenti ossidanti [Nguyen et al., 2009].  
Il Nuclear factor erythroid  2-related factor 2 (NFE2L2 o Nrf2), ubiquitariamente espresso in tutti 
i tessuti incluso il SNC, è un fattore di trascrizione del tipo “cap’n’collar” (CNC). Le proteine CNC 
appartengono ad una famiglia di fattori di trascrizione caratterizzati dalla presenza di un domi-
nio di legame al DNA del tipo “cerniera di leucina” con un dominio basico adiacente (bZIP). Gli 
elementi di risposta antiossidante (ARE) sono degli elementi enhancer che possiedono una se-
quenza consenso 5’-RTGACnnnCG presente, talvolta anche in copie multiple, sul promotore dei 
geni da esso regolati tra cui gli enzimi di detossificazione di fase II e geni ad attività antiossidan-
te [Gan et al., 2013].  
In condizioni basali, l’attività di Nrf2 è regolata negativamente da Kelch-like erythroid-cell-
derived protein with CNC homology (ECH)-associated protein 1 (Keap1) [Li and Kong, 2009]. Ke-
ap-1 è una proteina citoplasmatica di legame all’actina che reprime l’attività trascrizionale di 
Nrf2 in quanto sequestra la proteina e ne impedisce la traslocazione nel compartimento nuclea-
re. Nrf2 viene così rapidamente degradata dal proteosoma attraverso l’interazione con Keap1 la 
cui funzione principale è di servire come adattatore per il complesso Cullin3/Ring Box1 E3-
ubiquitina ligasi. Keap1 lega Cullin3 e Nrf2 inducendo l’ubiquitinizzazione e la degradazione di 
Nrf2 [Motohashi and Yamamoto, 2004] attraverso il proteasoma 26S. Keap1 funziona anche 
come un sensore molecolare di ROS; lo stress ossidativo diminuisce la capacità di Keap1 di indi-
rizzare Nrf2 verso il processo di degradazione, probabilmente a causa di un cambio di confor-
mazione di Keap1 [Kanninen et al., 2011]. Così, quando l’ambiente intracellulare è alterato dallo 
stress ossidativo Keap1 rilascia Nrf2 che trasloca nel nucleo dove dimerizza con le proteine 
Small Maf e si lega agli ARE attivando la trascrizione degli enzimi di detossificazione di fase II 
come la NAD(P)H:quinone ossidoreddutasi e l’eme ossigenasi di tipo 1, così come i classici en-
zimi antiossidanti tra cui la catalasi, la SOD e proteine implicate nella sintesi e nel metabolismo 
del glutatione (GPx e glutatione reduttasi) [Marzec et al., 2007; Smith, 2010] (figura 9). Per tale 
motivo, sembrerebbe che Nrf2 sia un elemento regolatore essenziale in risposta al danno ossi-
dativo [Smith, 2010]. 
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Figura 9. Rappresentazione schematica della regolazione della via Nrf2-Keap1 [Regoli and Giuliani, 2014]. 
 
Oltre ad Nrf2, un altro importante fattore di trascrizione è il Myeloid Zinc Finger Gene 1 (MZF1). 
Il gene MZF1, che codifica per un fattore di trascrizione appartenente alla famiglia Krüppel di 
proteine zinc finger, è stato originariamente identificato nelle cellule emopoietiche totipotenti 
e nei progenitori mieloidi [Morris et al., 1995]. Dalla trascrizione di MZF1 si ottengono tre tra-
scritti di approssimativamente 3, 7.5 e 9 Kb. Le tre isoforme contengono due domini leganti il 
DNA attraverso due sequenze consenso. Inoltre, MZf1b e c codificano per una proteina di 257 
amminoacidi contenete una SCAN box, o dominio ricco in leucina, che facilita l’interazione tra le 
proteine [Collins et al., 2001]. MZF1 è un fattore di trascrizione bifunzionale che può agire sia 
come repressore che come attivatore della trascrizione ed è coinvolto nella differenziazione, 
nella migrazione e proliferazione cellulare. In particolare, attraverso esperimenti di trasfezione 
transiente, è stato visto che MZF1 è in grado di attivare la trascrizione nelle cellule di origine 
emopoietica, mentre la sopprime in cellule non-emopoietiche [Morris et al., 1995; Hromas et 
al., 1996]. 
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Marzec e collaboratori hanno identificato tre polimorfismi (SNPs) nel promotore del gene Nrf2 
in posizione  -617 C>A, -651 G>A e -653 A>G. Mediante transciption factror motif analysis (TRA-
SFAC) hanno valutato il potere di legame del fattore di trascrizione, nella regione del promotore 
che contiene gli SNPs, al DNA e se i cambiamenti di base azotata possono distruggere il legame 
del fattore di trascrizione al DNA stesso [Marzec et al., 2007]. È stato osservato che il sito -617 è 
situato a livello dell’elemento ARE-like che può legare la proteina Nrf2, mentre i siti -651 e -653 
sono localizzati nel sito di legame del fattore di trascrizione MZF1 (figura 10) [Yu et al., 2012; 
Marzec et al., 2007]. 
 
Figura 10. Struttura del promotore del gene Nrf2 contenente gli SNPs in posizione -653, -651 e -617 [da Yu et al., 
2012]. 
 
Queste analisi hanno rilevato che variazioni nel sito -653/-651 e -617 possono potenzialmente 
alterare la sequenza consenso di riconoscimento per MZF1 ed Nrf2 rispettivamente, suggeren-
do che questi polimorfismi possono influenzare la trascrizione di Nrf2. Inoltre, la formazione del 
complesso proteina-DNA, a livello della sequenza ARE-like, era significativamente ridotta nei 
soggetti portatori della variante allelica mutata, per lo SNP -617, sia eterozigoti che omozigoti, 
rispetto ai rispettivi wild-type fornendo una prova che tale polimorfismo possa influenzare 
l’efficacia di legame della proteina Nrf2 alla sequenza ARE-like [Marzec  et al., 2007].  
Il coinvolgimento di Nrf2 nell’espressione sia costitutiva sia inducibile dei geni “ARE-
dipendenti”, è ben stabilita e documentata in numerosi studi sia in vitro che in vivo, tanto che 
attualmente il sistema Nrf2/ARE è riconosciuto come uno dei principali meccanismi di difesa 
cellulare contro stress ossidativo e xenobiotico [Nguyen et al., 2004].  
Il meccanismo attraverso cui Nrf2 conferisce protezione contro lo stress ossidativo è probabil-
mente relativo all’abilità di questo fattore di trascrizione di regolare i geni antiossidanti e degli 
enzimi di fase II che mostrano sequenze ARE-like nelle loro regioni regolatorie (promotrici e/o 
enhancer). È stato postulato che individui con SNPs funzionali in Nrf2 che alterano l’espressione 
basale di Nrf2 o l’abilità di Nrf2 di traslocare dal citoplasma ai siti di legame nel nucleo, mostri-
no un aumento dello stress ossidativo. In accordo con questa ipotesi, studi di espressione geni-
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ca in topi che non esprimono Nrf2 mostrano, rispetto ai topi wild-type, una ridotta capacità an-
tiossidante aumentando, in tal modo, la suscettibilità agli agenti pro-ossidanti [Smith, 2010].  
Studi effettuati su modelli animali con diverse patologie del SNC, tra cui le malattie neurodege-
nerative come la Sclerosi Laterale Amiotrofica e il Morbo di Parkinson e danni acuti come i-
schemie e traumi cerebrali, hanno messo in evidenza che l’attivazione del pathway Nrf2/ARE 
può svolgere un’azione benefica nei confronti delle patologie stesse [Kanninen et al., 2011]. Ri-
spetto ad altre malattie neurodegenerative, il ruolo di Nrf2 nella AD ha ricevuto una minore at-
tenzione. Ad oggi, è risaputo che Nrf2 non è un gene di suscettibilità per la AD anche se, varian-
ti comuni del gene possono influire sulla progressione della malattia [von Otter et al., 2010]. 
Studi condotti su tessuto cerebrale umano hanno dimostrato che la quantità di proteina Nrf2 
nucleare è ridotta nell’ippocampo. Analisi istochimiche hanno dimostrato che, nella AD, la pro-
teina Nrf2 è collocata prevalentemente nel citoplasma dei neuroni ippocampali piuttosto che 
nel loro nucleo, suggerendo che, nonostante un aumento dello stress ossidativo, nei pazienti 
con AD la trascrizione mediata da Nrf2 non viene indotta. Comunque, non è ancora del tutto 
noto se questa è una causa o una conseguenza di eventi patologici in corso.  
Kanninen e collaboratori hanno mostrato che l’attenuazione del pathway Nrf2/ARE coincide 
con la progressione della malattia in modelli transgenici di topi AD [Kanninen et al., 2008]. 
In concomitanza all’accumulo di Aβ, nei topi AD, il meccanismo di azione di Nrf2 risulta com-
promesso, con una riduzione del 50% dell’attività della proteina [Kanninen et al., 2011].  
D’altro canto, diversi studi in letteratura suggeriscono che l’attivazione di Nrf2 svolge un ruolo 
neuroprotettivo nella AD [Kanninen et al., 2011], attenuando la tossicità indotta dalla Aβ [Gan 
et al., 2013]. L’induzione del pathway Nrf2/ARE attraverso attivatori terapeutici, tra cui il ter 
butil idrochinone, riduce la tossicità mediata dalla Aβ1-42 e protegge dalle disfunzioni a livello 
neuronale [Gan et al., 2013; Kanninen et al., 2011]. Un altro attivatore di Nrf2, il sulforafano, 
migliora le funzioni cognitive in modelli murini di AD in fase acuta [Gan et al., 2013]. 
È interessante notare che Nrf2 può anche esercitare i suoi effetti protettivi attraverso la sop-
pressione dello stress ossidativo indotto dalla Aβ e attraverso l’induzione del proteasoma 26S, 
facilitando così la rimozione della forma tossica di Aβ [Kanninen et al., 2011]. 
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1.6 Il training cognitivo e fisico nel decadimento cognitivo 
Negli ultimi anni, i problemi relativi ai deficit cognitivi associati al normale invecchiamento e alla 
demenza hanno ricevuto grande attenzione da parte della comunità pubblica e scientifica. Con 
l’aumento della vita media, la prevenzione e la minimizzazione del declino cognitivo, negli indi-
vidui anziani, è diventato un tema di grande importanza [Alves et al., 2013]. 
Attualmente, il trattamento delle demenze prevede terapie farmacologiche la cui efficacia è li-
mitata, produce un modesto beneficio e non consente di debellare il deterioramento cognitivo 
associato alle demenze. Per tale motivo vi è un crescente interesse nel progettare e sperimen-
tare nuove modalità di trattamento non farmacologico per migliorare il benessere generale dei 
pazienti [Ferrer et al., 2013]. Sempre più studi dimostrano che lo stile di vita può avere un ruolo 
significativo nel rallentare il declino cognitivo e prevenire la demenza [Bherer, 2013].  
Uno degli approcci maggiormente utilizzati è il training cognitivo che, mediante esercizi compu-
terizzati e non, permette di focalizzare l’attenzione su una serie di attività per intervenire su 
particolari funzioni cognitive come la memoria, l’attenzione o risolvere problemi della vita quo-
tidiana [Marciniak et al., 2014]. Altre pratiche prevedono l’adozione di stimoli cognitivi (attività 
sociali di gruppo), la riabilitazione cognitiva (interventi individualizzati indirizzati verso le princi-
pali difficoltà del paziente) [Alves et al., 2013; Fratiglioni et al., 2004] ed una regolare attività fi-
sica [Fratiglioni et al., 2004].  
Belleville e colleghi [2006] hanno osservato nei pazienti MCI un miglioramento della memoria 
episodica a seguito di un programma di training della durata di 6 settimane (4-5 partecipanti 
per gruppo) con sessioni di 120 minuti a settimana. In un altro studio condotto su pazienti con 
aMCI e rispettive famiglie, Kinsella e collaboratori [2009] hanno riscontrato un miglioramento 
della memoria prospettica dopo un programma di 5 settimane; l’inclusione dei familiari nello 
studio è stata fondamentale in quanto ha permesso loro di apprendere le varie strategie di 
memoria.  
Ultimamente, la ricerca scientifica si è focalizzata sul ruolo dell’esercizio fisico nel migliorare la 
salute durante l’invecchiamento; diversi studi suggeriscono che l’attività fisica può avere effetti 
benefici sulle funzioni cognitive [Forte et al., 2013; Colcombe et al., 2003] riducendo il rischio di 
sviluppare AD nei individui anziani [Lautenschlager et al., 2008]. Inoltre, uno studio condotto su 
modelli transgenici di topi AD (3xTg-AD) ha dimostrato che l’esercizio fisico ha un effetto neu-
roprotettivo sulla corteccia cerebrale con un conseguente miglioramento della memoria a lun-
go termine e delle capacità di apprendimento [Garcia-Mesa et al., 2011]. 
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Nonostante i progressi delle tecniche analitiche utilizzate e la raffinatezza dei disegni di studio 
messi a punto, i dati di letteratura pubblicati negli ultimi 10 anni mostrano un grande disaccor-
do riguardo l’influenza dell’esercizio fisico sul danno muscolare e sull’omeostasi redox cellulare 
[Nikolaidis et al., 2013]. Alcuni studi riportano che l’esercizio fisico, soprattutto se praticato in 
modo intenso e discontinuo, incrementa lo stress ossidativo [Finaud et al., 2006] con un au-
mento della produzione delle ROS e conseguente incremento del danno ossidativo a lipidi, pro-
teine e DNA [Radak et al., 2008]. Ad esempio, Deaton e Marlin, nella loro review, mettono in e-
videnza che l’esercizio sub massimale e/o di breve ed intensa durata induce perossidazione li-
pidica: nell’uomo, dopo 30 minuti di esercizio si evidenzia un incremento dei livelli plasmatici di 
MDA, nel ratto l’esercizio sub massimale incrementa il livelli di MDA sia plasmatici che muscola-
ri. L’esercizio porterebbe anche ad un incremento dei livelli plasmatici e muscolo-scheletrici 
delle carbonil proteine nell’uomo, ma non nei topi sottoposti ad un intenso esercizio fisico [De-
aton and Marlin, 2004]. Inoltre, alcuni studi mostrano un incremento del danno al DNA dopo 
un’intensa corsa (su tapis rouland) anche se altri lavori non confermano tale risultato, soste-
nendo che il danno al DNA si verifica solo dopo un esercizio intenso e di lunga durata, ma non in 
seguito ad una moderata attività fisica [Selman et al., 2002].   
Altri studi hanno valutato la componente antiossidante evidenziando che i soggetti sottoposti 
ad attività fisica mostrano un miglioramento nei meccanismi endogeni di difesa antiossidante 
[Urso et al., 2003]. Simili risultati sono stati evidenziati anche nei topi che, sottoposti ad attività 
fisica di tipo aerobico, mostrano una riduzione dello stress ossidativo ed un aumento delle dife-
se antiossidanti a livello del tessuto cerebrale sia nel caso di topi transgenici 3xTg-AD che nel 
caso di topi non transgenici [Garcia-Mesa et al., 2011].  
Recentemente è stato, inoltre, analizzato l’effetto sinergico dell’esercizio fisico e del training 
cognitivo: i risultati ottenuti finora suggeriscono che interventi mirati a più domini possono es-
sere maggiormente efficaci rispetto ai protocolli che trattano ogni dominio indipendentemente 
[Schneider et al., 2013]. Il training cognitivo quindi dovrebbe essere integrato all’attività fisica 
[Kraft, 2012] considerando che gli effetti maggiori si ottengono con approcci combinati piutto-
sto che con singoli interventi [Schneider et al., 2013]. 
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2. Scopo dello studio 
L’obiettivo dello studio è stato quello di valutare lo stato redox cellulare in pazienti con AD, con 
MCI e con SCI comparati ad un gruppo di controllo (CTRL). A tal fine, in tutti i soggetti in studio, 
sono stati determinati i livelli plasmatici dei Prodotti di Ossidazione Avanzata alle Proteine (A-
OPP), un marker di danno oddidativo e marcatori che valutano la componente antiossidante tra 
cui la capacità antiossidante ferro-riducente del plasma (FRAP), i gruppi tiolici plasmatici totali, 
l’attività plasmatica della superossido dismutasi (SOD) e della catalasi. 
Successivamente, in un sottogruppo di pazienti MCI è stato valutato l’eventuale effetto, sui li-
velli dei suddetti marcatori, di un intervento combinato di esercizio fisico e di stimolazione co-
gnitiva della durata di 7 mesi, rispetto ad un gruppo di controllo costituito da pazienti che non 
hanno condotto il training. 
Una seconda valutazione effettuata 12 mesi dopo, cioè 19 mesi dopo il prelievo basale, ha con-
sentito di valutare l’eventuale persistenza degli effetti dell’intervento sui livelli plasmatici dei 
biomarcatori sopraelencati.  
Nei pazienti AD, MCI, SCI e in un gruppo di controllo, sono stati analizzati i polimorfismi nella 
regione del promotore del gene Nrf2 (-653 A>G, -651 G>A e -617 C>A) e i genotipi dell’ApoE 
(ε2/ε2, ε2/ε3, ε2/ε4, ε3/ε3, ε3/ε4, ε4/ε4) con lo scopo di valutare un loro possibile ruolo nei 
meccanismi neurodegenerativi che intervengono nella malattia. 
Inoltre, al fine di verificare un possibile coinvolgimento di Nrf2 e dell’ApoE nella risposta allo 
stress ossidativo sono state valutate, in tutti i soggetti in studio, eventuali modificazioni nei li-
velli plasmatici dei marcatori di stress ossidativo tra: (i) individui portatori delle varianti alleliche 
rare per ciascuno dei tre SNPs nel promotore del gene Nrf2 (-653 A>G; -651 G>A e -617 C>A) ed 
individui omozigoti wild-type; (ii) individui che portano l’allele ε4 ed individui non portatori di 
ε4 (ε2 e/o ε3); (iii) individui portatori della variante allelica mutata (per ciascuno dei tre SNPs 
nel promotore di Nrf2)/ε4 carriers ed individui omozigoti wild-type per Nrf2/ε4 non carriers. 
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3. Pazienti e metodi 
3.1 Pazienti 
I pazienti analizzati nella presente tesi sono stati reclutati presso il Dipartimento di Medicina 
Clinica e Sperimentale, sezione Neurologia, dell’Università di Pisa.  
La diagnosi di AD è stata condotta seguendo le linee guida dettate dal NINCDS-ADRDA (National 
Institute of Neurological and Comunicative Disorders and Stroke; Alzheimer’s Disease and Rela-
ted Disorders Association Work Group). La diagnosi di MCI è stata effettuata secondo i criteri 
suggeriti dall'European Consortium on Alzheimer’s Disease Working Group on MCI, mentre i 
soggetti che lamentavano un problema di memoria, ma che non mostravano alcun deficit du-
rante le valutazioni neuropsicologiche sono stati classificati come SCI. 
Sono stati esclusi dallo studio pazienti con evidenza clinica di depressione, patologie psichiatri-
che, neoplasie, malattie cerebrovascolari e cardiache, diabete, presenza di precedenti o con-
comitanti malattie sistemiche e presenza di altre malattie neurodegenerative.  
Il campione dei controlli è composto da soggetti sani volontari che non hanno alcun legame di 
parentela con i soggetti colpiti dalla malattia (AD, MCI o SCI). 
I pazienti ed i relativi controlli reclutati hanno effettuato un prelievo di sangue venoso (basale: 
T0) per valutare i biomarcatori di stress ossidativo e per eseguire l’analisi molecolare dei geno-
tipi relativi ai polimorfismi nel gene ApoE e nel promotore del gene Nrf2. Sono stati analizzati 
un totale di 348 soggetti di cui 89 AD, 111 MCI, 33 SCI e 115 CTRL, l’età media e la deviazione 
standard (ds) di ciascun gruppo sono riportate in tabella 1.  
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 Tabella 1. Numero totale di pazienti AD, MCI, SCI e CTRL reclutati.     
 
Il numero di pazienti e controlli in cui sono stati valutati i diversi marcatori di stress ossidativo e 
in cui è stata eseguita l’indagine molecolare del gene ApoE e del promotore di Nrf2 sono ripor-
tati rispettivamente in tabella 2 e 3.   
 
Diagnosi 
AOPP 
(n°) 
FRAP 
(n°) 
tioli 
(n°) 
SOD 
(n°) 
Catalasi 
(n°) 
AD 89 89 43 26 26 
MCI 110 110 110 45 39 
SCI 33 33 33 19 - 
CTRL 65 65 56 9 9 
Tabella 2. Numero dei soggetti che sono stati sottoposti a determinazione dei biomarcatori plasmatici di stress os-
sidativo 
 
diagnosi 
 
ApoE 
(n°) 
Promotore Nrf2 
SNPs -653 A>G; -651 G>A; -617 C>A 
(n°) 
AD 80 28 
MCI 95 104 
SCI 33 33 
CTRL 100 115 
Tabella 3. Numero dei soggetti che sono stati sottoposti a genotipizzazione dell’ApoE e a valutazione degli SNPs 
nel promotore del gene Nrf2 
Diagnosi 
n° totale sog-
getti analizzati 
età media ± ds 
                   n° soggetti 
             dopo stratificazione  
sesso            per sesso         età   media ± ds 
AD   89 80.8 ± 9.4 
F 59 82 ± 9.5 
M 30 79 ± 9.1 
MCI 
111 76 ± 5.1 
F 57 75.9 ± 4.9 
M 54 75.9 ± 5.2 
SCI 33 73.7 ± 4.9 
F 17 74.3 ± 5.6 
M 16 73.7 ± 4.1 
CTRL 115 73.6 ± 5.8  
F 68 74 ± 5.4 
M 60 73.8 ± 6.1 
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Dopo una prima valutazione basale (T0), 69 dei 111 pazienti MCI sono stati suddivisi in due 
gruppi: 
(i) gruppo MCI training costituito da 54 pazienti sottoposti a interventi di training (de-
scritti di seguito) per un periodo di 7 mesi; 
(ii) gruppo MCI no training costituito da 15 pazienti che hanno continuato l’usuale atti-
vità fisica e sociale, quindi non sottoposti ad alcun tipo di attività stimolante. 
Trascorso questo periodo di tempo (7 mesi) sia il gruppo dei pazienti MCI training che dei pa-
zienti MCI no training sono stati richiamati ad effettuare un secondo prelievo di sangue al fine 
di valutare se gli interventi combinati di training fisico e cognitivo possono influire sui livelli pla-
smatici dei marcatori di stress ossidativo. 
Infine, un sottogruppo di 11 pazienti MCI training, trascorsi 19 mesi dal prelievo basale, sono 
stati sottopoti ad un terzo ed ultimo prelievo di sangue (T19) al fine di valutare se gli effetti del 
training, sui livelli plasmatici dei marcatori di stress ossidativo analizzati, persistono dopo 12 
mesi dalla fine del training.  
 
Tempo prelievo n° pazienti 
n° training/                        
no training 
1° prelievo basale                  
(T0) 
111 MCI   
   2° prelievo dopo 7 mesi               
(T7) 
69 MCI 
54 MCI training                    
15 MCI no training 
   3° prelievo dopo 19 mesi 
(T19) = MCI training T19 
11 MCI training   
Tabella 4. Schematizzazione dei pazienti MCI sottoposti a protocolli di training per la valutazione dei biomarcatori 
di stress ossidativo 
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3.2 Protocolli di training 
I protocolli di intervento comprendevano attività fisiche aerobiche e attività cognitivamente 
stimolanti. 
Il programma di training fisico prevedeva, per ogni soggetto, protocolli di attività fisica aerobica 
con tre sedute settimanali della durata di un’ora ciascuna. Al terzo mese il carico di lavoro è sta-
to regolato in funzione del risultato ottenuto nelle valutazioni cardiovascolari in modo da otte-
nere un effetto allenante progressivo. A grandi linee, ogni seduta prevedeva una prima sessione 
di esercizi calistenici a corpo libero, una seconda sessione di esercizi aerobici su cyclette o su 
treadmil ed una terza sessione di defaticamento. Una volta al mese, una delle sedute settima-
nali veniva sostituita con una sessione di danza. 
Per la parte di stimolazione cognitiva sono state organizzate attività cognitivamente stimolanti, 
distribuite nell’arco di tre mezze giornate settimanali; al terzo mese è stata effettuata una valu-
tazione intermedia cognitiva equivalente a quella basale per tutti i soggetti dell’intervento. Il 
training cognitivo adottato si basava su una strategia mista che prevedeva una libera alternanza 
fra sessioni di training di singola modalità e sessioni di attività cognitive a carattere ludico-
ricreativo. Le prime sono state effettuate per stimolare, in maniera intensiva e specifica, fun-
zioni cognitive essenziali quali la memoria, l’attenzione, la fluenza verbale, le funzioni esecutive. 
Le attività a carattere ludico-ricreativo servivano per stimolare i soggetti in un contesto di mag-
giore socializzazione e scambio interpersonale, stimolando la curiosità e la partecipazione attiva 
dei soggetti, requisiti importanti per ridurre i livelli di stress intrinsecamente associati alla sti-
molazione, per evitare fenomeni di abitudine legati all’eccessiva ripetitività di attività unimodali 
standard e per ottenere una stimolazione multimodale, più diffusa. Al termine delle sessioni di 
attività cognitive i soggetti sono stati sottoposti a lezioni di teoria-strategica sui processi cogni-
tivi quali la memoria, l’apprendimento, l’attenzione, la metacognizione, il pensiero.  
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3.3 Metodiche di laboratorio 
3.3.1 Marcatori di stress ossidativo 
Il sangue prelevato è stato raccolto rispettivamente in una provetta contenente 
l’anticoagulante potassio-acido etilendiamminotetraacetico (K+- EDTA) per il dosaggio degli A-
OPP e dei tioli e in una provetta con l’anticoagulante litio-eparina per il dosaggio della FRAP, 
dell’attività della SOD e della catalasi. I campioni sono stati prontamente centrifugati per 10 
minuti a 1000 x g ad una temperatura di 4°C; il plasma così ottenuto è stato congelato a -80°C 
per un periodo massimo di un mese prima del dosaggio.  
 
a. Determinazione dei prodotti di ossidazione avanza alle proteine (AOPP) 
La determinazione degli AOPP è stata eseguita secondo il protocollo descritto da Witko-Sarsat e 
collaboratori [1996]. 
 
Step I. Preparazione delle soluzioni necessarie per effettuare l’analisi 
1. Tampone fosfato di Dulbecco (PBS): sono stati sciolti 4.77g di PBS in 500 ml di acqua di-
stillata, grazie all’uso di un agitatore magnetico. 
2. Ioduro di potassio (KI): è stato preparato sciogliendo 1.925g di polvere in 10 ml di acqua 
distillata. 
3. Standard Cloramina T  (100X) - [10 mM]: sono stati sciolti 2.27g di cloramina T per litro 
di PBS al fine di ottenere una soluzione “stock”. Gli standard a diverse concentrazioni 
sono stati preparati, mediante diluizioni scalari, per ottenere standard a diverse concen-
trazioni: 1 mM, 0.1mM, 0.05 mM, 0.025 mM, 0.0125 mM, 0.00625 mM, 0.003125 mM, 
0.0015625 mM, 0 mM (bianco). 
 
Step II. Semina su piastra  
Su una piastra da 96 pozzetti (Costar), sono stati dispensati, in doppio, nell’ordine 200 µl di 
bianco, 200 µl di ciascuno standard, 30 µl dei campioni di plasma da analizzare diluiti con 170 µl 
di PBS. Ad ogni pozzetto sono stati aggiunti 20 µl di acido acetico glaciale (CH3COOH) e 10 µl di 
KI. Dopo 1 minuto di incubazione a temperatura ambiente è stato letto il valore di assorbanza 
dei campioni ad una lunghezza d’onda di 340 nm mediante l’ausilio di un lettore di piastra (Te-
can). Utilizzando i valori medi degli standard ottenuti è stata allestita una curva di calibrazione, 
la media dei valori di assorbanza dei campioni di plasma è stata sottratta alla media dei valori di 
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assorbanza del bianco. La concentrazione di ciascun campione di plasma analizzato è stata cal-
colata utilizzando l’equazione ottenuta della regressione lineare della curva standard; il valore 
degli AOPP è stato espresso in nmol/ml di equivalenti di cloramina T.  
 
b. Determinazione della capacità antiossidante ferro-riducente (FRAP) del plasma 
Il dosaggio delle FRAP è stato eseguito seguendo il protocollo descritto da Benzie e Strain 
[1996]. 
 
Step I. Preparazione delle soluzioni 
1. Soluzione di CH3COOH: sono stati diluiti 1.76 ml di CH3COOH glaciale [300 mM] in 100 
ml di acqua distillata. 
2. Soluzione di acetato di sodio (CH3COONa): sono stati sciolti 0.817g di CH3COONa in 20 
ml di acqua distillata, mediante l’ausilio di un agitatore.  
3. Tampone sodio acetato (pH 3.6): è stato preparato aggiungendo la soluzione di 
CH3COONa alla soluzione di CH3COOH fino a raggiungere un pH di 3.6. 
4. Acido cloridrico (HCl): sono state effettuate delle diluizioni scalari partendo da una solu-
zione stock con concentrazione 12 M: 
a. HCl  [1 M]: ad 1 ml di stock 12 M sono stati aggiunti 11 ml di acqua distillata; 
b. HCl  [0.04 M]: ad 1 ml di HCl 1 M sono stati aggiunti 24 ml di acqua distillata; 
c. HCl  [0.01 M]: a 5 ml di HCl 0.04 M sono stati aggiunti 15 ml di acqua distillata. 
5. Standard di Solfato di ferro eptaidrato (FeSO4•7H2O) [4 mM]: sono stati sciolti 11.1 mg 
di FeSO4•7H2O in 10 ml di HCl 0.01 M per ottenete la soluzione “stock” [4 mM]. Gli 
standard a diverse concentrazioni (2 mM, 1mM, 0.5 mM, 0.25 mM, 0.125 mM, 0.00625 
mM, bianco 0 mM) sono stati preparati mediante diluizioni scalari.  
6. Tripiridiltriazina (TPTZ) [10 mM]: è stata preparata sciogliendo 15.62 mg di polvere di 
TPTZ in 5 ml di HCl 0.04 M. 
7. Cloruro ferrico (FeCl3) [20 mM]: 27 mg di FeCl3 sono stati sciolti in 5 ml di acqua distilla-
ta. 
8. Reattivo FRAP: è stato preparato miscelando  
a. 10 volumi di tampone sodio acetato (pH 3.6); 
b. 1 volume di TPTZ; 
c. 1 volume di FeCl3. 
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Il reattivo così preparato è stato incubato a 37°C per 10 minuti. 
 
Step II. Semina su piastra  
La semina, in doppio, è stata effettuata utilizzando 8 μl di bianco, 8 μl di standard e 8 μl di pla-
sma dei campioni da analizzare, su una piastra da 96 pozzetti (Costar). A questi sono stati ag-
giunti 250 μl di reattivo FRAP e dopo un’incubazione di 4 minuti sono stati letti i valori di assor-
banza ad una lunghezza d'onda di 620 nm. È stata allestita una curva di calibrazione utilizzando 
i valori di assorbanza delle diluizioni scalari di FeSO4•7H20. Dalla media dei valori di assorbanza 
di ciascun campione è stato sottratto il valore di assorbanza del bianco, la FRAP dei campioni 
analizzati è stata calcolata utilizzando l’equazione ottenuta della regressione lineare della curva 
standard. I dati sono stati espressi in mmol/l. 
 
c. Determinazione dei gruppi tiolici plasmatici 
Il dosaggio dei gruppi -SH è stato effettuato seguendo il protocollo descritto da Hu [1994] e 
successivamente modificato nel nostro laboratorio. 
 
Step I. Preparazione delle soluzioni 
1. EDTA [50 M]: sono stati sciolti 37.22g in 200 ml di acqua distillata.  
2. EDTA [20 mM]: sono stati diluiti 200 µl di EDTA 50 M con acqua distillata fino a raggiun-
gere un volume finale di 500 ml. 
3. TRIS [25 mM]: sono stati sciolti 1.5g di Trizma Base in 500 ml di acqua. 
4. Tris Base [25 mM] – EDTA [20 mM] pH 8.2: la soluzione di EDTA 20 mM è stata portata 
ad un pH di 8.2 mediante aggiunta di Tris 25 mM. 
5. 5-5-5'di-tio-bis(2nitrobenzoico) (DTNB): sono stati sciolti 0.008g di DTNB in polvere in 2 
ml di metanolo. 
 
Step II. Preparazione dei campioni e semina su piastra 
Sono stati prelevati 50 μl di plasma di ciascun paziente ai quali sono stati aggiunti nell’ordine: 
a.  150 μl di TRIS [25 mM] – EDTA [20 mM]; 
b.  800 μl di metanolo; 
c.  10 μl di DTNB. 
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I campioni sono stati vortexati ed incubati per 20 minuti a temperatura ambiente. Trascorso 
questo lasso di tempo, sono stati centrifugati a temperatura ambiente per 10 minuti a 5315 
rpm e 250 μl di supernatante di ciascun campione sono stati seminati in doppio, su piastra. 
L’assorbanza di ciascun campione e del bianco, costituito solo da DTNB, è stata misurata ad una 
lunghezza d’onda di 412 nm. Ai valori medi di assorbanza dei campioni sono stati sottratti i va-
lori di assorbanza del bianco; i dati sono stati espressi in µmol/l. 
  
d. Determinazione dell’attività delle Superossido dismutasi (SOD) 
La determinazione della superossido dismutasi (SOD) è stata effettuata mediante kit commer-
ciale (Cayman, Francia). Il kit prevede l’utilizzo di un sale di tetrazolium per la determinazione 
dei radicali superossido generati dalla xantina ossidasi e dalla ipoxantina. Il kit permette di valu-
tare tutti e tre i tipi di SOD (Cu/Zn-, Mn- e Fe-SOD). 
 
Step I. Preparazione delle soluzioni 
1. Assay Buffer (10X): sono stati diluiti 3 ml di Assay Buffer concentrato con 27 ml di acqua 
distillata; la soluzione diluita [50 mM Tris-HCl, pH 8.0] contiene l’acido dietilenetriami-
napentaacetico (DTPA) [0.1 mM] e ipoxantina [0.1 mM]. 
2. Sample Buffer (10X): sono stati diluiti 2 ml di Sample Buffer concentrato con 18 ml di 
acqua distillata; la soluzione finale diluita ha una concentrazione di 50 mM Tris-HCl, pH 
8.0.  
3. Radical detector: 50 µl di soluzione sono stati diluiti con 19.95 ml di Assay Buffer diluito. 
4. Xantina Ossidasi: sono stati diluiti 50 µl di enzima in 1.95 ml di Sample buffer diluito.  
5. SOD standards: 20 µl di standard (fornito dal Kit) sono stati diluiti con 1.98 ml di Sample 
Buffer diluito, è stata così ottenuta la soluzione “stock” dalla quale sono stati ottenuti gli 
standards a diverse concentrazioni: 0.25, 0.2, 0.15, 0.1, 0.05, 0.025, 0 U/ml. 
 
Step II. Preparazione dei campioni e semina su piastra 
Prima di dosare l’attività della SOD, i campioni di plasma sono stati diluiti 1:5 con Sample Buffer 
e vortexati. Su una piastra da 96 pozzetti, fornita dal kit, sono stati seminati in doppio 10 µl di 
ciascuno standard e 10 µl di plasma dei campioni da analizzare. A ciascun pozzetto sono stati 
aggiunti nell’ordine 200 µl di radical detector diluito e 20 µl di xantina ossidasi. La piastra è sta-
ta poi incubata, su un agitatore, per 20 minuti, a temperatura ambiente. L’assorbanza dei cam-
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pioni è stata letta ad una lunghezza d’onda di 450 nm usando un lettore di piastra. È stata alle-
stita una curva di calibrazione utilizzando i valori di assorbanza degli standards.  
All’assorbanza del bianco è stato diviso il valore di assorbanza dei campioni. L’attività della SOD 
dei campioni di plasma analizzati è stata calcolata utilizzando l’equazione ottenuta dalla regres-
sione lineare della curva standard. I dati sono stati espressi in U/ml; un’unità è definita come il 
totale di enzima necessario per dismutare il 50% del radicale superossido. 
  
e. Determinazione dell’attività della catalasi 
La determinazione dell’attività della catalasi è stata effettuata mediante kit commerciale (Ca-
yman, Francia). Il metodo è basato sulla reazione dell’enzima con il metanolo in presenza di una 
concentrazione ottimale di H2O2. Le aldeidi prodotte sono state determinate colorimetricamen-
te con l’aggiunta di 4-amino-3-idrazino-5-mercapto-1,2,4-triazolo (Purpald) come cromogeno. 
Purpald forma un eterociclo con le aldeidi che, in seguito ai processi di ossidazione, porta ad un 
cambiamento di colore dal giallo al porpora. 
 
Step I. Preparazione dei reagenti 
1. Catalasi Assay Buffer (10X): sono stati diluiti 2 ml di Catalasi Assay Buffer concentrato 
con 18 ml di acqua distillata; si ottiene così un buffer diluito (fosfato di potassio [100 
mM], pH 7.0).  
2. Catalasi Sample Buffer (10X): 5 ml di Catalasi Sample Buffer concentrato sono stati dilui-
ti con 45 ml di acqua distillata. Questo buffer diluito (fosfato di potassio [25 mM], pH 
7.5) contiene EDTA [1 mM] e BSA 0.1%.  
3. Controllo positivo della catalasi: il liofilizzato fornito dal kit è stato ricostituito con 2 ml 
di Sample Buffer diluito e 100 µl dell’enzima ricostituito sono stati ulteriormente diluiti 
con 1.9 ml di Sample Buffer diluito. 
4. Idrossido di potassio (KOH): il pellet di KOH, posto in ghiaccio, è stato sciolto con 4 ml di 
acqua distillata e vortexato per ottenere una soluzione 10 M. 
5. Perossido di idrogeno [H2O2]: 40 µl della soluzione fornita dal kit [8.82 M] sono stati di-
luiti con 9.96 ml di acqua distillata. 
6. Catalasi Purpald (cromogeno): il reagente fornito, pronto per l’uso, contiene acido idro-
cloridrico [0.5 M]. 
7. Periodato di potassio: il reagente contiene potassio periodato in KOH [0.5 M]. 
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8. Catalasi formaldeide standard: è costituito da formaldeide [4.25 M]; gli standard a di-
verse concentrazioni (0.25, 0.2, 0.15, 0.10, 0.05, 0.025, 0 nmol/min/ml) sono stati otte-
nuti partendo da una soluzione “stock” [4.25 mM] costituita da 10 µl di Catalasi formal-
deide diluita con 9.99 ml di Sample Buffer diluito.  
  
Step II. Semina su piastra 
Su una piastra da 96 pozzetti, fornita dal kit, sono stati seminati in doppio, 20 µl di tutti gli stan-
dard, 20 µl di controllo positivo e 20 µl di plasma di ciascun campione da analizzare. In ciascun 
pozzetto sono stati poi aggiunti 30 µl di metanolo e 100 µl di Assay Buffer diluito. Sono stati poi 
aggiunti 20 µl di H2O2 diluito che dà il via alla reazione, la piastra è stata coperta e messa ad in-
cubare per 20 minuti a temperatura ambiente su un agitatore. Trascorso questo periodo di 
tempo sono sostati aggiunti, ad ogni pozzetto, 30 µl di KOH diluito per far terminare la reazione 
e 30 µl di cromogeno. La piastra è stata nuovamente coperta ed incubata per 10 minuti, a tem-
peratura ambiente, su un agitatore. 10 µl di potassio periodato sono stati aggiunti ad ogni poz-
zetto e la piastra è stata incubata per altri 5 minuti prima di leggere i valori di assorbanza dei 
campioni ad una lunghezza d’onda di 550 nm. Il valore medio di assorbanza del bianco è stratto 
sottratto rispettivamente all’assorbaza di standards e campioni di plasma. L’attività della cata-
lasi dei campioni di plasma analizzati è stata calcolata utilizzando l’equazione ottenuta dalla re-
gressione lineare della curva standard. I dati sono stati espressi in nmol/min/ml. Quando il valo-
re di assorbanza di un campione superava il valore di assorbanza dello standard più alto, i do-
saggi venivano ripetuti diluendo il plasma 1:5 con Sample buffer diluito.    
 
3.3.2 Estrazione del DNA genomico da sangue intero 
L’analisi molecolare dei genotipi relativi al gene ApoE e ai polimorfismi nella del sequenza pro-
motore del gene Nrf2 è stata effettuata a partire dal DNA genomico estratto da linfociti di san-
gue periferico, raccolto in provette con K+- EDTA. L’estrazione del DNA è stata eseguita median-
te l’utilizzo di un kit commerciale (QIAamp DNA blood MINI kit, Qiagen).  
A 200 µl di sangue intero sono stati aggiunti 200 µl di Lysis Buffer e 20 µl di proteinasi-K, il cam-
pione è stato incubato a 56°C per 10 minuti. Per permettere la precipitazione del DNA, sono 
stati aggiunti 200 µl di etanolo assoluto; il campione è stato poi trasferito nella “colonna di e-
strazione” inserita in una vial e centrifugato per 1 minuto a 8000 rpm in modo che le scorie pre-
cipitano nella vial e il DNA rimane intrappolato nella membrana di silice della colonna stessa. 
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Seguono una serie di lavaggi con specifici buffer e centrifugazione a 12000 rpm per 3 minuti, 
sono stati quindi aggiunti 200 µl di Elution Buffer; i campioni sono stati incubati a temperatura 
ambiente per 1 minuto e successivamente centrifugati ad 8000 rpm per permettere l’eluizione 
del DNA purificato. 
 
3.3.3 Genotipizzazione ApoE 
a. Reazione a catena della polimerasi (PCR) 
La miscela di reazione di PCR utilizzata aveva un volume finale di 25 µl ed era costituita da: 
5.3 µl di acqua distillata; 2.5 µl di Buffer 10X; 2.5 µl di dNTPs; 1.4 µl di MgCl2 [25 mM]; 3 µl di 
GC-Rich 5X; 0.5 µl di Fast Start Taq (2.5 U); 7 µl di DNA genomico e 1.4 µl di ciascun primer [10 
µM]:      
 primer forward       5’ - TCG GCC GCA GGG CGC TGA TGG - 3’ 
 primer reverse        5’ - CTC GCG GGC CCC GGC CTG GTA – 3’ 
 
La regione del genoma nucleare di interesse (frammento di 332 paia di basi) è stata amplificata 
tramite un termociclatore (Applyed Biosystem) mediante l’utilizzo del seguente programma di 
amplificazione: 
 un ciclo di denaturazione a 94°C per 6 minuti; 
  30 cicli di amplificazione costituiti da: 
- fase di denaturazione a 94°C per 40 secondi, 
- fase di anneling dei primers a 67°C per 30 secondi, 
- fase di estensione a 72°C per 45 secondi, 
 un ciclo di estensione finale a 72°C per 5 minuti; 
 ∞ 4°C 
 
b. Digestione enzimatica e corsa elettroforetica 
Dopo aver sottoposto ad elettroforesi 5 µl di prodotto di PCR su un gel di agarosio al 2% per ve-
rificare l’avvenuta amplificazione, è stata effettuata una digestione enzimatica dell’amplificato 
mediante enzima di restrizione Hha I. Per ciascun campione è stata allestita una miscela di rea-
zione costituita da 10 µl di amplificato, 2 µl di Buffer 10X, 2 µl di acqua distillata e 1 µl di enzima 
(10 U/ml). Dopo incubazione a 37°C (da un minimo di 3 ore ad un massimo over-night), i cam-
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pioni sono stati sottoposti a corsa elettroforetica su gel in metaphor-agarosio agarosio (2:1) al 
3.5% in TAE 1X. Il pattern elettroforetico dei genotipi ApoE è di seguito riportato: 
 
 
Pattern elettroforetico dei genotipi ApoE 
 
             bp       ε2 ε2          ε3 ε3            ε4 ε4         ε2 ε3    ε2 ε4            ε3 ε4  
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3.3.4 Analisi dei polimorfismi nel promotore del gene Nrf2 
 
a. PCR 
La miscela di reazione, con un volume finale di 25 µl, su cui è stata eseguita la PCR, era così 
composta: 4.75 µl di acqua RNAsi-DNAsi Free; 2.5 µl di Buffer 10X; 2.5 µl di dNTPs; 2 µl di GC-
Rich 5X; 0.25 µl di Fast Start Taq (2.5 U); 5 µl di DNA genomico e 4 µl di ciascun primer [1 µM]: 
 
 
  forward       5’ - TGA CCA CTC TCC GAC CCT AAA - 3’ 
                         reverse         5’ - GGA GTT CGG ACG CTT TGA AA - 3’     
 
La regione del genoma nucleare di interesse (frammento di 392 paia basi) è stata amplificata 
mediante l’utilizzo del seguente programma di amplificazione: 
 un ciclo di denaturazione a 94°C per 5 minuti; 
  35 cicli di amplificazione costituiti da: 
- fase di denaturazione a 94°C per 1 minuto, 
- fase di anneling dei primers a 59°C per 1 minuto, 
- fase di estensione a 72°C per 30 secondi, 
 un ciclo di estensione finale a 72°C per 7 minuti; 
 ∞ 4°C 
 
b. Purificazione del prodotto di PCR e analisi di sequenza 
Dopo aver verificato l’avvenuta amplificazione (elettroforesi su gel di agarosio al 2%), 5 µl del 
prodotto di PCR è stato purificato mediante l’aggiunta di 2 µl ExoSAP (Applied Biosystems) per 
degradare il DNA in eccesso, secondo lo schema sottostante: 
 
 reazione di degradazione del DNA in eccesso: 30 minuti a 37°C; 
 blocco della reazione: 15 minuti a 80°C 
 
Segue una PCR di sequenza che consente di ottenere un insieme di frammenti, marcati solo su 
una delle due eliche, che hanno una estremità uguale e l’altra variabile di un solo nucleotide. La 
reazione avviene aggiungendo a 1.5 µl di purificato, 1.9 µl di acqua RNAsi-DNAsi Free, 4 µl di 
Buffer 10X con EDTA, 1.6 µl di primer forward [1 µM] e 1 µl di BigDye Terminator (Life Techno-
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logies) che contiene i nucleotidi terminator (ddNTPs) coniugati con un fluorocromo diverso per 
ciascuna base azotata. 
L’amplificazione è stata eseguita sul termociclatore secondo il seguente protocollo: 
 96 °C per 1 minuto; 
 96 °C per 10 secondi, 50 °C per 5 secondi, 60 °C per 4 minuti (25 cicli) 
 4 °C ∞. 
Il prodotto della reazione di sequenza, è stato purificato mediante filtrazione con l’utilizzo di co-
lonnine preidratate (Qiagen); in uno step iniziale, le colonnine vengono centrifugate a 3000 rpm 
per 3 minuti al fine di disidratare la resina contenuta all’interno, è stato aggiunto il prodotto di 
PCR di sequenza (facendo attenzione a non toccare la resina con il puntale) e successivamente 
centrifugate a 3000 rpm per 3 minuti. All’eluato ottenuto è stato aggiunto un uguale volume di 
Formammide (Life Technologies) e, per mantenere il DNA in uno stato di denaturazione, i cam-
pioni sono stati incubati a 94 °C per 2 minuti.  
Le sequenze complete dei frammenti sono state ottenute mediante sequenziatore automatico 
ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Life Technologies) e sono state confrontate con la sequenza di 
riferimento, presente in banche dati, mediante software open source BLAST. Di seguito sono ri-
portati alcuni esempi degli elettroferogrammi ottenuti: in figura 11 è mostrata una sequenza 
omozigote wild-type (AA in posizione -653, GG in posizione -651, CC in posizione -617), in figura 
12 è rappresentata una sequenza con mutazioni in eterozigosi (A>G in posizione -653, G>A in 
posizione -651, C>A in posizione -617); infine, nelle figure 13 e 14 sono riportati rispettivamente 
gli elettroferogrammi di sequenze con mutazioni in omozigosi in posizione -653 (GG) e -651 (A-
A). 
 
 
 
Figura 11. Elettroferogramma della regione di interesse del promotore del gene Nrf2. Assenza di SNPs. 
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Figura 12. Elettroferogramma della regione di interesse del promotore del gene Nrf2. SNPs in eterozigosi. 
 
 
 
 
Figura 13. Elettroferogramma della regione di interesse del promotore del gene Nrf2. Presenza della mutazione in 
omozigosi A>G in posizione -653. 
 
 
 
 
Figura 14. Elettroferogramma della regione di interesse del promotore del gene Nrf2. Presenza della mutazione 
G>A in posizione -651. 
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4. Analisi statistica 
Il confronto tra le medie dei livelli plasmatici di ciascun parametro biochimico esaminato, dei 
pazienti vs controlli e quelle misurate prima (T0) e dopo (T7 e T19) i protocolli di training, è sta-
to effettuato tramite il test “t di Student”.  
Per verificare che la distribuzione delle frequenze genotipiche e delle frequenze alleliche tra i 
gruppi oggetto di studio fossero in accordo con l’equilibrio di Hardy – Weinberg, la  possibile as-
sociazione tra le varianti alleliche rare per ciascun polimorfismo nel promotore del gene Nrf2  e 
dell’ApoE e il rischio di sviluppare AD, MCI o SCI è stato utilizzato il test del χ2, odds ratio ed in-
tervallo di confidenza 95%.  Il test del χ2 è stato applicato anche per indagare l’eventuale corre-
lazione tra ciascuno degli alleli rari di Nrf2 -653 G, -651 A , -617 A e l’allele ApoE ε4. 
Il test “t di Student” è stato adoperato anche per confrontare le medie di ciascun parametro 
biochimico tra (i) individui portatori delle varianti alleliche rare per ciascuno dei tre SNPs nel 
promotore del gene Nrf2 (-653 A>G; -651 G>A e -617 C>A) ed individui omozigoti wild-type; (ii) 
individui che portano l’allele ε4 ed individui non portatori di ε4 (ε2 e/o ε3); (iii) individui porta-
tori della variante allelica rara (per ciascuno dei tre SNPs nel promotore di Nrf2)/ε4 carriers ed 
individui omozigoti wild-type per Nrf2/ε4 non carriers. 
I livelli di significatività α utilizzati in questo lavoro sono 5%, 1% e 0.1%; il test è stato definito 
“statisticamente significativo” per p ≤ 5%.  
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5. Risultati 
5.1 Valutazione dei biomarcatori di stress ossidativo 
AOPP. Dall’analisi dei livelli plasmatici degli AOPP risulta che il valore medio di tale marcatore è 
più elevato nei pazienti AD (311.19 ± 127.41 nmol/ml; p < 0.001), nei pazienti MCI (281.88 ± 
145.29 nmol/ml; p < 0.001) e nei pazienti SCI (292.54 ± 140.42 nmol/ml; p < 0.001) rispetto ai 
controlli (206.16 ± 86.13 nmol/ml) (grafico 1). Non si riscontrano differenze statisticamente si-
gnificative confrontando il valore medio degli AOPP tra pazienti: AD vs MCI, AD vs SCI e MCI vs 
SCI.  
 
 
Grafico 1. Variazione dei livelli plasmatici degli AOPP nei pazienti AD, MCI e SCI rispetto ai controlli (CTRL); *** 
p<0.001. 
 
 
FRAP. I valori medi dei livelli plasmatici della FRAP sono pari a 0.56 ±0.13 nmol/l nei pazienti 
AD, 0.66 ± 0.13 nmol/l nei pazienti MCI e 0.68 ± 0.20 nmol/l negli SCI; nei controlli tale valore 
risulta essere 0.82 ± 0.13 nmol/l. Confrontando tali valori, si osserva che i livelli plasmatici medi 
della FRAP di ciascuno dei tre gruppi di pazienti sono significativamente più bassi rispetto a 
quelli dei controlli (p < 0.001); inoltre, il valore medio della FRAP differisce in modo statistica-
mente significativo nei pazienti AD rispetto ai pazienti MCI (p < 0.01) e ai soggetti con SCI (p < 
0.01) (grafico 2). 
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Grafico 2. Variazione dei livelli plasmatici della FRAP tra pazienti AD, MCI, SCI e controlli; *** p<0.001, ** p< 0.01. 
 
Gruppi tiolici plasmatici. L’analisi statistica dei dati relativi ai gruppi tiolici plasmatici evidenzia 
una differenza altamente significativa (grafico 3) tra i valori medi di questo marcatore antiossi-
dante osservati rispettivamente nei pazienti AD (0.32 ±  0.09 µmol/l; p < 0.001) MCI (0.29 ± 0.10 
µmol/l; p < 0.001) e SCI (0.30 ± 0.10 µmol/l; p < 0.001) e quelli riscontrati nei controlli (0.47 ± 
0.17 µmol/l). Non sono state riscontrate differenze statisticamente significative confrontando il 
valore medio dei tioli tra pazienti AD vs MCI, AD vs SCI e pazienti MCI vs SCI. 
 
 
Grafico 3. Variazione dei livelli plasmatici dei gruppi tiolici tra pazienti AD, MCI, SCI e controlli; *** p<0.001.  
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Attività plasmatica della SOD e della catalasi. Dall’analisi dei livelli plasmatici dell’attività della 
SOD si riscontra che il valore medio di tale marcatore antiossidante nei pazienti AD è di 3.45 ± 
1.64 U/ml, nei pazienti MCI è di 3.86 ± 2.05 U/ml, nei pazienti SCI è di 2.62 ± 1.42 U/ml, mentre 
nei controlli risulta essere 10.65 ± 1.84 U/ml; le differenze tra i livelli medi di SOD tra ciascun 
gruppo di pazienti e quelli dei controlli, risultano essere statisticamente significative (p < 0.001). 
Inoltre, nell’ambito dei pazienti gli SCI mostrano i livelli più bassi di SOD che differiscono però in 
maniera statisticamente significativa (p < 0.05) solo quando confrontati con gli MCI (grafico 4).  
 
 
Grafico 4. Variazione dei livelli plasmatici dell’attività della SOD in pazienti AD, MCI, SCI e CTRL; *** p<0.001;             
* p<0.05. 
 
 
Analogamente, i livelli medi dell’attività plasmatica della catalasi riscontrati in ciascuno dei due 
gruppi di pazienti analizzati (AD: 20.13 ± 4.26 nmol/min/ml, p < 0.01; MCI: 21.29 ± 7.8 
nmol/min/ml, p < 0.05) risultano essere significativamente più bassi rispetto a quelli osservati 
nel gruppo di controllo (27.64 ± 5.64 nmol/min/ml). Non è stata riscontrata alcuna variazione 
significativa tra i valori medi della catalasi nei pazienti AD e nei pazienti MCI (grafico 5). 
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Grafico 5. Variazione dei livelli plasmatici dell’attività della catalasi tra pazienti AD, MCI e controlli.                                      
** p<0.01; * p<0.05. 
 
 
5.2 Effetti degli interventi di training cognitivo e fisico sui biomarcatori di stress ossidativo 
AOPP. I livelli plasmatici medi degli AOPP misurati nei pazienti MCI che hanno effettuato proto-
colli di training cognitivo e fisico (MCI training) si riducono in maniera statisticamente significa-
tiva dopo 7 mesi di training (T7) rispetto ai valori basali (T0) (252.9 ± 104.2 vs 311.0 ± 163.9 
nmol/ml; p < 0.05). Diversamente, i livelli plasmatici degli AOPP dei pazienti non sottoposti a 
training (MCI no training) non mostrano al T7 differenze statisticamente significative rispetto ai 
livelli basali (T0) (283.16 ± 158.8 vs 218.5 ± 120.02 nmol/ml; p=n.s.) (grafico 6).  
 
 
Grafico 6. Variazione T0 – T7 dei livelli plasmatici medi degli AOPP in pazienti MCI training e MCI no training;                     
* p<0.05, p=n.s.: non significativo. 
0
5
10
15
20
25
30
35
n
m
o
l/
m
in
/m
l
AD MCI CTRL
**
*
0
100
200
300
400
T0 T7 
n
m
o
l/
m
l
MCI training MCI no training
*
n.s.
 54 
Un sottogruppo di 11 pazienti MCI training, 19 mesi dopo il prelievo basale, è stato sottoposto 
ad un terzo prelievo (T19) al fine di valutare se gli effetti dei protocolli di training si mantengo-
no dopo 12 mesi di attività. I livelli medi degli AOPP dei pazienti MCI training al T19 (MCI 
training-T19), risultano significativamente (p < 0.01) diminuiti rispetto ai livelli basali (T0), ma 
non variano in maniera statisticamente significativa rispetto ai valori medi al tempo T7 
  
 
Grafico 7. Variazione T0 – T7 – T19 dei livelli plasmatici medi degli AOPP nei pazienti MCI training-T19. 
 
FRAP. I valori medi della FRAP nei pazienti MCI training al tempo T7 non differiscono rispetto ai 
valori riscontrati al tempo T0 (T7: 0.66 ± 0.13 vs T0: 0.66 ± 0.15 mmol/l; p=n.s). Analogamente, 
nei pazienti MCI no training non sono state osservate variazioni significative nei livelli medi del-
la FRAP misurate al T0 e al T7 (MCI no training, T7: 0.72 ± 0.12 vs T0:  0.67 ± 0.19 mmol/l) (grafi-
co 8).  
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Grafico 8. Variazione T0 – T7 dei livelli plasmatici medi della FRAP nei pazienti MCI training e MCI no training; 
p=n.s.: non significativo. 
 
Analogamente, non si riscontra alcuna differenza statisticamente significativa dei livelli medi di 
FRAP nel gruppo di pazienti MCI sottoposti a training e rivalutati dopo 19 mesi (T0: 0.62 ± 0.10 
mmol/l; T7 training: 0.66 ± 0.14 mmol/l; T19: 0.62 ± 0.10 mmol/l), p=n.s. (grafico 9). 
 
Grafico 9. Variazione dei livelli plasmatici della FRAP nei pazienti MCI al basale (T0), dopo 7 mesi di training e 19 
mesi dopo il basale. 
 
Gruppi tiolici. L’analisi statistica ha evidenziato che i livelli plasmatici medi dei gruppi tiolici non 
variano in maniera statisticamente significativa tra il T0 e il T7, sia nel gruppo MCI training che 
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nel gruppo MCI non training (MCI training: T0 = 0.25 ± 0.08 µmol/l; T7 = 0.28 ± 0.09 µmol/l, MCI 
no training: T0 = 0.27 ± 0.06 µmol/l; T7 = 0.34 ± 0.13 µmol/l) (grafico 10). 
 
Grafico 10. Variazione dei livelli plasmatici dei gruppi tiolici al tempo T0 e T7 in pazienti MCI sottoposti a training e 
no training; p=n.s.: non significativo. 
 
Nel sottogruppo di pazienti MCI training che ha effettuato il terzo prelievo si osserva che i valori 
medi dei tioli al tempo T19 (0.37 ± 0.15 µmol/l) aumentano rispetto ai valori basali (0.26 ± 0.10 
µmol/l), in modo statisticamente significativo (p < 0.05), e rispetto al T7 (0.29  ± 0.06 µmol/l) 
pur non raggiungendo i livelli di significatività (grafico 11). 
 
Grafico 11. Variazione dei livelli plasmatici dei tioli nei pazienti MCI al basale (T0), dopo 7 mesi di training e 19 mesi 
dopo la determinazione basale, * p<0.05. 
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Attività della SOD. I livelli plasmatici dell’attività della SOD aumentano negli MCI training in 
maniera statisticamente significativa dopo 7 mesi di attività stimolante, rispetto ai valori basali  
(T7: 10.25 ± 2.86 vs T0: 4.11 ± 2.03 U/ml; p < 0.001). Non si riscontra alcuna variazione significa-
tiva (p=n.s.), rispetto al tempo T0 (4.13 ± 2.37 U/ml), nei livelli plasmatici dell’attività della SOD 
al T7 nel gruppo di pazienti non sottosti a training (T7: 4.98 ± 2.17 U/ml) (grafico 12). 
 
Grafico 12. Variazione dei livelli plasmatici dell’attività della SOD nei pazienti MCI al T0, dopo 7 mesi di training e 
19 mesi dopo la determinazione basale; *** p<0.001, n.s.: p non significativo. 
 
Nel gruppo di pazienti MCI training-T19 i valori medi della SOD al T19 (grafico 13) aumentano in 
modo statisticamente significativo sia rispetto al T0 (T19: 11.62 ± 2.34 vs 5.39 ± 2.17; p < 0.001) 
sia rispetto al T7 (T19: 11.62 ± 2.34; T7: 9.61 ± 2.36; p < 0.05). Inoltre, come osservato nella to-
talità dei pazienti MCI training, anche in questo sottogruppo, i livelli plasmatici della SOD au-
mentano significativamente al T7 rispetto al T0 (9.61 ± 2.36 vs 5.39 ± 2.17; p < 0.001). 
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Grafico 13. Variazione dei livelli plasmatici della SOD nei pazienti MCI training-T19 al basale (T0), dopo 7 mesi di 
training e 19 mesi dopo la determinazione basale; *** p<0.001, * p<0.05. 
 
Attività della catalasi. Dall’analisi dei livelli plasmatici dell’attività della catalasi si riscontra un 
netto incremento, rispetto ai valori basali, dei livelli medi di questo antiossidante dopo 7 mesi 
di training cognitivo e fisico (T0: 18.1 ± 4.40 nmol/min/ml, T7 training: 33.7 ± 16.69 
nmol/min/ml), tale differenza risulta essere statisticamente significativa (p < 0.001). Non si rile-
va alcuna differenza significativa tra i valori al T7 (24.56 ± 4.23 nmol/min/ml) rispetto al T0 
(21.54 ± 4.60 nmol/min/ml) nei pazienti MCI no training (grafico 14).   
 
Grafico 14. Variazione dei livelli plasmatici della catalasi nei pazienti MCI al basale (T0), dopo 7 mesi di training e 19 
mesi dopo la determinazione basale. 
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Nel sottogruppo di pazienti MCI training-T19, che hanno eseguito i tre prelievi, si osserva un in-
cremento dei livelli medi della catalasi tra il T0 e il T7 e tra il T0 e il T19 mentre tali livelli riman-
gono stabili tra il T7 e il T19 (grafico 15). 
 
Grafico 15. Variazione dei livelli plasmatici della catalazi nei pazienti MCI al T0, al T7 training e al tempo T19;                            
*** p<0.001, n.s.: p non significativo. 
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5.3 Polimorfismi nel promotore del gene Nrf2 
In questo studio 104 pazienti con MCI e 115 controlli sono stati tipizzati per i polimorfismi               
- 653 A>G, - 651 G>A  e - 617 C>A.  Le frequenze genotipiche e alleliche nella popolazione ana-
lizzata rispettano l’equilibro di Hardy-Weinberg. 
I dati relativi agli SNPs nel promotore del gene Nrf2 sono illustrati in tabella 5, in cui vengono 
riportate le frequenze genotipiche e alleliche nei due gruppi. Allo scopo di valutare se la pre-
senza della variante allelica rara Nrf2 - 653 G nel genotipo possa influire sulla probabilità di svi-
luppare MCI, le due popolazioni sono state suddivise in portatori e non portatori dell’allele G. 
L’analisi dei dati mostra differenze statisticamente significative nella distribuzione dei G carriers 
nei pazienti MCI rispetto ai controlli (p < 0.05); inoltre l’allele G è maggiormente frequente nei 
pazienti rispetto ai controlli (p = 0.05).  
L’analisi dei dati, dopo suddivisione della popolazione in studio in portatori e non portatori 
dell’allele raro Nrf2 -651 A, non mostra differenze statisticamente significative nella distribuzio-
ne degli A carriers e dei GG nei pazienti rispetto ai controlli.  
Anche per il polimorfismo - 617 C>A, l’analisi statistica non mostra differenze significative tra i 
portatori dell’allele raro A e il genotipo omozigote wild type CC nei pazienti MCI rispetto ai con-
trolli, indicando una mancanza di associazione tra l’allele A e il rischio di sviluppare MCI. 
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                genotipo         pazienti SCI                      
n (%) 
controlli                       
n (%) 
χ2 
test 
p                   
value   
OR I.C. 95% 
- 
6
5
3
 A
>G
 
 Tot: 104 Tot: 115     
AA 54 (52%) 75 (65%)     
AG 40 (38%) 32 (28%) 3.48 0.06   
GG 10 (10%) 8 (7%) 1.20 0.2   
G carriers 50 (48%) 40 (35%) 3.98 0.04 1.73 1.01; 2.99 
Frequenza allele 
G 
28% 21% 3.7 0.05 
  
-6
5
1 
G
>A
 
       
GG 78 (75%) 89 (77%)     
GA 23 (22%) 23 (20%)   0.006 0.93   
AA 3 (3%) 3 (3%) 0.025 0.87   
A carriers 26 (25%) 26 (25%) 0.001 0.97 1.14 0.61; 2.13 
Frequenza allele 
A 
14% 14% 0.16 0.6 
  
- 
6
1
7
 C
>A
 
       
CC 84 (81%) 84 (73%)     
AC 20 (19%) 29 (25%) 1.28 0.25   
AA 0 (-) 2 (2%) 1.97 0.15   
A carriers 20 (19%) 31 (27%) 1.82 0.17 0.65 0.34; 1.24 
Frequenza allele 
A 
10% 14% 2.3 0.13 
  
Tabella 5. Frequenze genotipiche e alleliche degli SNPs -653 G>A, -651 A>G e -617 C>A nei pazienti MCI e nei con-
trolli; OR: Odds Ratio, I.C.: intervallo di confidenza. 
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Inoltre, 28 pazienti AD e 30 pazienti SCI sono stati tipizzati per i polimorfismi nel promotore del 
gene Nrf2. I dati relativi a ciascuno SNP, per ciascun gruppo di pazienti, sono rappresentati in 
tabella 6 e in tabella 7. 
 Il 60% dei pazienti AD e il 35% dei controlli sono portatori dell’allele raro G per lo SNP -653 A>G 
e tale differenza risulta essere statisticamente significativa (p = 0.01); inoltre l’allele raro G risul-
ta essere maggiormente frequente nei pazienti AD rispetto ai controlli (p < 0.01). Per gli SNPs             
-651 G>A e -617 C>A non si riscontrano differenze significative nelle distribuzioni genotipiche e 
alleliche tra pazienti AD e controlli (tabella 6).     
  
Tabella 6. Frequenze genotipiche e alleliche degli SNPs nel promotore del gene Nrf2 nei pazienti AD e nei controlli; 
OR: Odds Ratio, I.C.: intervallo di confidenza. 
 
 
                    genotipo         pazienti AD                      
n (%) 
controlli                       
n (%) 
χ2 
test 
p                         
value   
OR I.C. 95% 
- 
6
5
3
 A
>G
 
 Tot: 28 Tot: 115     
AA 11 (39%) 75 (65%)     
AG 13 (46%) 32 (28%)     
GG 4 (14%) 8 (7%)     
G carriers 17 (60%) 40 (35%) 6.32 0.01 2.90 1.24; 6.78 
Frequenza                    
allele G 
37.5% 21% 6.8 0.009 
  
- 
6
5
1
 G
>A
 
       
GG 22 (79%) 89 (77%)     
GA 5 (18%) 23 (20%)       
AA 1 (3%) 3 (3%)     
A carriers 6 (21%) 26 (25%) 0.02 0.89 0.93 0.34;2.55 
Frequenza                    
allele A 
12.5% 14% 0 0.98 
  
- 
6
1
7
 C
>A
 
       
CC 21 (75%) 84 (73%)     
AC 7 (25%) 29 (25%)     
AA 0 (-) 2 (2%)     
A carriers 7 (25%) 31 (27%) 0.04 0.83 0.9 0.35; 2.33 
Frequenza allele A 12.5% 14% 0.13 0.72   
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L’analisi dei dati mostra differenze statisticamente significative nella distribuzione dei G carriers 
nei pazienti SCI vs controlli (p = 0.01); inoltre l’allele G è maggiormente frequente nei pazienti 
rispetto ai controlli (p < 0.05). Nessuna differenza significativa è stata riscontrata dall’analisi de-
gli SNP -651 G>A e -617 C>A per quanto riguarda le distribuzioni genotipiche e le frequenze alle-
liche tra pazienti SCI e controlli (tabella 7).  
 
Tabella 7. Frequenze genotipiche e alleliche degli SNPs nel promotore del gene Nrf2 nei pazienti SCI e nei controlli; 
OR: Odds Ratio, I.C.: intervallo di confidenza. 
 
 
 
 
 
 
 
                genotipo         pazienti SCI                      
n (%) 
controlli                       
n (%) 
χ2 
test 
p                   
value   
OR I.C. 95% 
- 
6
5
3
 A
>G
 
 Tot: 30 Tot: 115     
AA 12 (40%) 75 (65%)     
AG 16 (53%) 32 (28%)     
GG 2 (7%) 8 (7%)     
G carriers 18 (60%) 40 (35%) 6.30 0.01 2.81 1.23; 6.42 
Frequenza allele 
G 
48% 21% 4.18 0.04 
  
-6
5
1 
G
>A
 
       
GG 25 (83%) 89 (77%)     
GA 5 (17%) 23 (20%)       
AA 0 (-) 3 (3%)     
A carriers 5 (17%) 26 (25%) 0.5 0.48 0.68 0.24; 1.97 
Frequenza allele 
A 
8% 14% 0.84 0.36 
  
- 
6
1
7
 C
>A
 
       
CC 23 (77%) 84 (73%)     
AC 5 (17%) 29 (25%)     
AA 2 (6%) 2 (2%)     
A carriers 7 (23%) 31 (27%) 0.16 0.69 0.82 0.32; 2.11 
Frequenza allele 
A 
12% 14% 0.28 0.59 
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5.4 Analisi dei genotipi ApoE 
I pazienti con AD (n=80), con MCI (n=100), con SCI (n=31) e i controlli (n=100) sono stati tipizzati 
per il genotipo ApoE; le distribuzioni delle frequenze alleliche e genotipiche nei nostri campioni 
sono in equilibrio di Hardy-Weinberg e sono riportate in tabella 8, 9 e 10 rispettivamente per i 
pazienti AD, MCI e SCI.  
In particolare, dall’analisi statistica dei dati emerge che la percentuale degli individui portatori 
di almeno un allele ε4 risulta statisticamente più elevata nel gruppo dei pazienti AD rispetto al 
gruppo dei controlli (p < 0.001). Il genotipo ε4ε4 è presente è presente nel 6 % dei pazienti AD e 
la frequenza dell’allele ε4 nei pazienti è circa quattro volte maggiore rispetto ai controlli (24% 
vs 7%; p < 0.001). L’allele ε3 è il più rappresentato nei due gruppi, ma la sua frequenza risulta 
più elevata nei controlli rispetto ai pazienti (88.5% vs 74%; p < 0.001). La frequenza dell’allele ε2 
non differisce in maniera significativa tra pazienti e controlli (2% vs 4.5%; p=n.s.) (tabella 8). 
 
Nei pazienti MCI il genotipo ε4ε4 è presente nel 4% dei casi mentre è stato riscontrato solo 
nell’1% dei controlli; inoltre, la percentuale degli individui che portano almeno un allele ε4 è più 
elevata nei pazienti MCI rispetto ai controlli (37% vs 13%; p < 0.001). La frequenza dell’allele ε4 
è del 21% nei pazienti e differisce in maniera statisticamente significativa da quella dei controlli 
(7%) (p < 0.01). Le frequenze dell’allele ε3 sono rispettivamente del 77% e 88.5% nei pazienti 
MCI e nei controlli totali (p < 0.01); non si riscontrano differenze statisticamente significative 
nelle le frequenze dell’allele ε2 tra pazienti e controlli (tabella 9).  
Genotipi                  
pazienti AD                          
n (%)                               
controlli                       
n (%) 
χ2 test p-value OR I.C. 95% 
 Tot: 80 Tot: 100     
ε2ε2 0 (-) 1 (1%)     
ε2ε3 3 (4%) 7 (7%)     
ε2ε4 0 (-) 0 (-)     
ε3ε3 44 (55%) 79 (79%)     
ε3ε4 28 (35%) 12 (12%)     
ε4ε4 5 (6%) 1 (1%)     
ε4 carriers 33 (41%) 13 (13%) 18.6 0.0001 4.70 2.28; 9.72 
frequenza allele  ε2 2% 4.5% 1.9 0.16   
frequenza allele ε3 74% 88.5% 12.1 0.0005   
frequenza allele ε4 24% 7% 20.2 0.0001   
Tabella 8. Distribuzione genotipica e frequenze alleliche del polimorfismo ApoE in pazienti AD e controlli;                           
OR: Odd Ratio; I.C.: intervallo di confidenza. 
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Anche i pazienti SCI sono stati genotipizzati per l’ApoE, il genotipo ε4ε4 è presente nel 3% dei 
pazienti SCI e nell’1% dei controlli. Il 22% dei pazienti e il 13% dei controlli sono portatori 
dell’allele ε4, la frequenza di tale allele è di 0.12 nei pazienti e di 0.07 nei controlli. Confrontan-
do i due gruppi, la frequenza dell’allele ε2 è circa uguale (SCI: 5% vs controlli: 4.5%) mentre le 
frequenze dell’allele ε3 sono pari a 0.8 nei pazienti e 0.885 nei controlli. Sia le frequenze alleli-
che sia le frequenze genotipiche non differiscono in maniera significativa tra i due gruppi (tabel-
la 10). 
Genotipi                  
pazienti MCI                          
n (%)                               
controlli                       
n (%) 
χ2 test p-value OR I.C. 95% 
 Tot: 100 Tot: 100     
ε2ε2 0 (-) 1 (1%)     
ε2ε3 6 (6%) 7 (7%)     
ε2ε4 2 (2%) 0 (-)     
ε3ε3 57 (57%) 79 (79%)     
ε3ε4 31 (31%) 12 (12%)     
ε4ε4 4 (4%) 1 (1%)     
ε4 carriers 37 (37%) 13 (13%) 17.2 0.0001 3.39 1.9; 8.00 
frequenza allele  ε2 4% 4.5% 0.03 0.42   
frequenza allele ε3 75% 88.5% 4.9 0.01   
frequenza allele ε4 21% 7% 5.7 0.008   
Tabella 9. Distribuzione genotipica e frequenze alleliche del polimorfismo ApoE in pazienti MCI e controlli;                          
OR: Odd Ratio; I.C.: intervallo di confidenza. 
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5.5 Correlazione genotipo ApoE-Nrf2 
Nei soggetti genotipizzati sia per l’ApoE che per Nrf2, è stata valutata un’eventuale correlazione 
tra gli alleli rari di ciascuno SNP nel promotore del gene Nrf2 (-653 G, -651 A, -617 A) e l’allele 
ApoE ε4. La totalità dei pazienti (n = 152) ed i controlli (n = 95) sono stati suddivisi in due grup-
pi: portatori dell’allele raro  Nrf2/portatori dell’allele ApoE ε4 ed Nrf2 omozigoti wild-type/ApoE 
ε4 non carriers. L’analisi statistica ha evidenziato una differenza statisticamente significativa so-
lo nella distribuzione degli Nrf2 - 653 G carriers; in particolare, il 20% dei pazienti è risultato es-
sere Nrf2 - 653 G carriers/ ApoE carriers rispetto al 7% dei controlli (p < 0.001) (tabella 11). Non 
sono state riscontrate associazioni né tra i portatori dell’allele raro Nrf2 -651 A e i soggetti ε4 
carriers  né  tra gli Nrf2 -617 A carriers (SNP -617 C>A)/ε4 carriers ad indicare l'assenza di asso-
ciazione tra le variabili considerate. Suddividendo i pazienti in base alla patologia (AD o MCI o 
SCI), differenze significative permangono, solo per lo SNP -653 A>G, nei pazienti MCI (n = 96) e 
AD (n = 26), ma non nei pazienti SCI (n = 30). Rispettivamente il 19% dei pazienti MCI (p < 
0.001), il 38% dei pazienti AD (p < 0.001) ed il 10% dei pazienti SCI (p = 0.06) è risultato essere 
Nrf2 - 653 G carriers/ ApoE carriers rispetto al 7% dei controlli (tabella 11). 
Genotipi                  
pazienti SCI                          
n (%)                               
controlli                       
n (%) 
χ2 test p-value OR I.C. 95% 
 Tot: 31 Tot: 100     
ε2ε2 0 (-) 1 (1%)     
ε2ε3 3 (10%) 7 (7%)     
ε2ε4 0 (-) 0 (-)     
ε3ε3 21 (68%) 79 (79%)     
ε3ε4   6 (19%) 12 (12%)     
ε4ε4 1 (3%) 1 (1%)     
ε4 carriers 7 (22%) 13 (13%) 1.68 0.19 1.95 5.43 
frequenza allele  ε2 5% 4.5% 0.012 0.91   
frequenza allele ε3 80% 88.5% 0.05 0.81   
frequenza allele ε4 12% 7% 2.11 0.14   
Tabella 10. Distribuzione genotipica dell’ApoE nei pazienti con SCI e controlli;                                                                            
Odd Ratio; I.C.: intervallo di confidenza. 
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 genotipo ApoE   
 ε4 non carriers ε4 carriers   
 pazienti n (%) controlli n (%) χ2 test p value 
- 653 A>G Tot: 152 Tot: 95   
AA 46 (30) 60 (63)   
G carriers 31 (20%) 7 (7) 16.04 0.001 
 MCI: 96 CTRL: 95   
AA 31 (32) 60 (63)   
G carriers 18 (19) 7 (7) 11.56 0.0003 
 AD: 28 CTRL: 95   
AA 7 (27) 60 (63)   
G carriers 10 (38) 7 (7) 20.05 0.001 
 SCI: 30 CTRL: 95   
AA 8 (27) 60 (63)   
G carriers 3 (10) 7 (7) 2.39 0.06 
Tabella 11. Distribuzione dei genotipi ApoE ed Nrf2 (SNP -653 A>G) nei pazienti totali, AD, MCI e SCI vs i controlli 
 
5.6 Relazione tra biomarcatori di stress ossidativo e gli SNP nel promotore del gene Nrf2 
I livelli plasmatici dei biomarcatori di stress ossidativo analizzati (AOPP, FRAP, tioli, attività della 
SOD e della catalasi) sono stati messi in relazione con gli SNPs nel promotore del gene Nrf2       
[-653 A>G, -651 G>A, -617 A>C]. Le analisi dei dati sono state condotte sia considerando ogni 
gruppo singolarmente (AD o MCI o SCI o CTRL) sia considerando il totale dei pazienti (AD + MCI 
+ SCI + CRTL).  
(i) SNP -653 A>G: nel gruppo dei pazienti MCI, è stata riscontrata una diminuzione statisti-
camente significativa rispettivamente dei livelli plasmatici dei gruppi tiolici, dell’attività della 
SOD e dell’attività della catalasi nei pazienti portatori dell’allele G [eterozigoti (AG) + omozigoti 
mutati (GG)] rispetto ai pazienti omozigoti wild-type AA.  
I livelli plasmatici dei gruppi tiolici dei pazienti G carriers risultano di 0.26 ± 0.07 vs 0.31 ± 0.12 
µmol/l dei pazienti AA, p < 0.01 (grafico 16 a); i livelli plasmatici dell’attività della SOD sono pari 
rispettivamente a 4.96 ± 2.37 nei pazienti AA e a 3.41 ± 1.68 U/ml nei pazienti G carriers,                
p < 0.05 (grafico 16 b). Infine, i livelli plasmatici della catalasi risultano essere pari a 19.3 ± 5.7 
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mmol/min/ml nei pazienti G carriers vs 22.97 ± 8.14 mmol/min/ml nei pazienti AA, p < 0.05 
(grafico 16 c). Non sono state riscontrate differenze significative per gli AOPP e la FRAP. 
Nel gruppo dei pazienti SCI si riscontra solo una riduzione dei livelli tiolici plasmatici nei porta-
tori dell’allele raro G (0.26 ± 0.04 µmol/l) rispetto ai pazienti AA (0.32 ± 0.09 µmol/l), p < 0.05 
(grafico 16 d). Per il gruppo di pazienti AD non si riscontra alcuna differenza statisticamente si-
gnificativa dei livelli plasmatici dei biomarcatori analizzati tra pazienti G carriers e pazienti omo-
zigoti wild-type. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Grafico 16. Variazioni dei livelli plasmatici  di (a) gruppi tiolici, (b) SOD, (c) catalasi nei pazienti MCI e (d) gruppi tio-
lici nei pazienti SCI, AA e G carriers, per lo SNP -653 A>G. *p<0.05; **p<0.01. 
 
 
La significatività statistica permane anche considerando la totalità dei soggetti reclutati (AD + 
MCI + SCI + CTRL): i livelli plasmatici dei tioli nei soggetti AA risultano essere di 0.33 ± 0.13 men-
tre nei pazienti G carriers sono di 0.29 ± 0.12 µmol/l, p < 0.05 (grafico 17 a); per la SOD si ri-
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scontrano ridotti livelli nei soggetti portatori dell’allele G (3.09 ± 1.46 U/ml) vs i pazienti AA 
(5.52 ± 3.39 U/ml), p < 0.001 (grafico 17 b). Riguardo la catalasi si osserva che i soggetti G car-
riers mostrano livelli più bassi di tale enzima antiossidante rispetto ai pazienti omozigoti wild-
type (19.21 ± 1.97 vs 23.87 ± 7.31 nmol/min/ml, p < 0.01) (grafico 17 c). Anche il livelli della 
FRAP risultano più bassi nei primi (0.65 ± 0.16 mmol/l) rispetto ai secondi (0.7 ± 0.18 mmol/l), p 
< 0.01 (grafico 17 d).  Non sono state riscontrate differenze significative dei livelli plasmatici de-
gli AOPP tra i soggetti G carriers e quelli omozigoti wild-type.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Grafico 17.  Variazioni dei livelli plasmatici di (a) gruppi tiolici, (b) SOD, (c) catalasi e (d) FRAP nei soggetti AA e G 
carriers, per lo SNP -653 A>G, considerando la totalità dei soggetti reclutati. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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(ii) SNP -651 G>A: l’unico marcatore antiossidante che mostra differenze statisticamente 
significative tra i pazienti MCI portatori dell’allele raro A e gli individui omozigoti wild-type è la 
SOD, i cui livelli risultano inferiori nei primi rispetto ai secondi (2.8 ± 0.94 vs 4.64 ± 2.29 U/ml); p 
< 0.05 (grafico 18). Non sono state riscontrate differenze statisticamente significative per gli al-
tri marcatori analizzati.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Grafico 18. Variazioni dei livelli plasmatici della SOD nei pazienti MCI GG e A carriers, per lo SNP -651 G>A; 
*p<0.05. 
 
 
 
(iii)    -617 C>A: I livelli plasmatici dei biomarcatori di stress ossidativo non variano tra indivi-
dui portatori dell’allele raro C e individui AA, sia considerando ciascun gruppo di pazienti sepa-
ratamente sia valutando la totalità dei pazienti e dei controlli. 
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5.7 Relazione tra biomarcatori di stress ossidativo e l’ApoE 
I livelli plasmatici dei biomarcatori di stress ossidativo sono stati analizzati nei diversi gruppi di 
studio (AD, MCI, SCI, controlli) suddividendo ciascun gruppo in pazienti portatori dell’allele ε4 
(genotipi ε2/ε4 + ε3/ε4 + ε4/ε4) e non portatori di tale allele (ε2/ε2 + ε2/ε3 + ε3/ε3). Differenze 
statisticamente significative sono state osservate solo nell’ambito dei pazienti AD per quanto 
riguarda i livelli degli AOPP e quelli dei tioli. In particolare, i livelli degli AOPP nei pazienti ε4 car-
riers sono maggiori rispetto ai livelli plasmatici dei pazienti ε4 non carriers (361.5 ± 163.3 e 
303.3 ± 78.8 mmol/l rispettivamente; p < 0.05) (grafico 19 a). I livelli plasmatici dei gruppi tiolici 
dei pazienti AD ε4 carriers (0.3 ± 0.08 µmol/l) risultano significativamente più bassi rispetto a 
quelli dei pazienti  AD ε4 non carriers (0.36 ± 0.11), p = 0.05 (grafico 19 b). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Grafico 19. Variazione dei livelli plasmatici (a) degli AOPP e (b) dei tioli nei pazienti AD ε4 carriers e ε4 non carriers; 
*p≤0.05. 
 
Tale confronto è stato effettuato anche considerando la totalità dei soggetti reclutati: si osserva 
che gli individui con l’allele ε4 hanno livelli più elevati degli AOPP  (p < 0.05) e livelli più bassi di 
FRAP, tioli e SOD (p < 0.05) rispetto agli individui non portatori dell’allele ε4. Di seguito sono ri-
portati i livelli di ciascun marcatore analizzato; soggetti ε4 carriers vs ε4 non carriers:  AOPP = 
321.2 ± 165.2 vs 270.7 ± 120.7 nmol/ml (grafico 20 a); FRAP = 0.62 ± 0.17 vs 0.67 ± 0.17 mmol/l 
(grafico 20 b); tioli = 0.29 ± 0.11 vs 0.34 ± 0.14 µmol/l (grafico 20 c); SOD = 3.56 ± 2.25 vs 4.99 ± 
3.34 U/ml (grafico 20 d). Non sono state riscontrate differenze statisticamente significative 
nell’attività della catalasi (20.24 ± 4.6 vs 22.46 ± 7.5 mmol/min/ml). 
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Grafico 20. Variazioni dei livelli plasmatici di (a) AOPP, (b) FRAP, (c) tioli e (d) SOD tra soggetti ε4 carriers vs sogget-
ti ε4 non carriers, considerando la totalità dei soggetti analizzati. *p<0.05. 
 
5.8 Relazione tra biomarcatori di stress ossidativo e SNPs nei geni Nrf2 e ApoE 
Sono stati confrontati i livelli plasmatici di AOPP, FRAP, tioli, SOD e catalasi tra soggetti portato-
ri sia dell’allele raro per ciascuno SNP nel promotore del gene Nrf2 sia portatori dell’allele ApoE 
ε4 e soggetti omozigoti Nrf2 wild-type/ε4 non carriers.  
(i) SNP Nrf2 -653 A>G/ApoE: considerando la totalità dei soggetti reclutati (AD + MCI + SCI 
+ CRTL) si riscontrano ridotti livelli della FRAP nei pazienti portatori dell’allele raro G carriers/ε4 
carriers (0.58 ± 0.13 mmol/l) rispetto agli individui AA carriers/ε4 non carriers (0.66 ± 0.16 
mmol/l); tale differenza risulta essere statisticamente significativa (p < 0.05) (grafico 21 a). An-
che i livelli plasmatici dell’attività della SOD e della catalasi risultano ridotti, in modo statistica-
mente significativo, nei soggetti G carriers/ε4-carriers rispetto agli individui AA carriers/ε4 non 
carriers. In particolare, i livelli plasmatici della SOD risultano essere 2.77 ± 0.9 vs 6.08 ± 3.4 
U/ml, p < 0.001 (grafico 21 b) e i livelli della catalasi sono di 19.83 ± 4.2 vs 24.77 ± 7.7 
mmol/min/ml, p < 0.05 (grafico 21 c). Se si considerano i gruppi di pazienti presi singolarmente, 
si riscontrano differenze statisticamente significative solo nei livelli plasmatici di tioli (p < 0.05) 
e SOD (p < 0.01) nei pazienti MCI (tioli G carriers/ε4 carriers vs AA carriers/ε4non carriers: 0.24 
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± 0.03 vs 0.32 ± 0.12 µmol/l; SOD G carriers/ε4 carriers vs AA carriers/ε4non carriers: 2.79 ± 
5.09 ± 2.27 U/ml) (grafico 21 d, 21 e). 
 
 
Grafico  
21. Variazione dei livelli plasmatici di (a) FRAP, (b) SOD, (c) catalasi nei soggetti totali (AD+MCI+SCI+CTRL) e dei li-
velli di tioli e SOD nei pazienti MCI, Nrf2 G carriers/ApoEε4 carriers  vs Nrf2 AA/ ApoEε4 non carriers; * p<0.05, ** 
p<0.01, *** p<0.001. 
 
(ii) SNP Nrf2 -651 G>A/ApoE: differenze statisticamente significative sono state osservate 
solo per quanto riguarda i livelli plasmatici degli AOPP considerando la totalità dei soggetti in 
studio suddivisi in portatori delle varianti alleliche G/ε4 (319.6 ± 111.4 nmol/ml) e GG/ε4 non 
carriers (269.5 ± 115 nmol/ml), p < 0.05 (grafico 22). 
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Grafico 22. Variazione dei livelli plasmatici degli AOPP nei soggetti totali (AD+MCI+SCI+CTRL) Nrf2 A car-
riers/ApoEε4 carriers  vs Nrf2 GG/ ApoEε4 non carriers; * p<0.05. 
 
(iii) SNP Nrf2 -617 C>A/ApoE: i livelli plasmatici degli AOPP sono ridotti nei pazienti con AD 
A carriers/ε4 carriers rispetto ai pazienti omozigoti wild-type per l’allele C/ε4 non carriers (363.7 
± 25.8 vs 280.4 ± 59.1; p < 0.05), grafico 23. Non sono state riscontrate altre differenze significa-
tive nei livelli dei vari biomarcatori di stress ossidativo confrontando portatori degli alleli rari e 
omozigoti wild-type dei diversi gruppi di studio. 
 
Grafico 23. Variazione dei livelli plasmatici degli AOPP nei pazienti AD Nrf2 A carriers/ApoEε4 carriers  vs Nrf2 
CC/ApoEε4 non carriers; * p<0.05. 
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6. Discussione e conclusioni 
Considerando che i neuroni sono cellule post-mitotiche, l’encefalo rappresenta uno dei siti 
maggiormente soggetto ad alterazioni durante l’invecchiamento. Un’importante problematica 
relativa all’avanzamento dell’età è rappresentata dalla perdita di memoria e dai deficit cognitivi 
che si verificano sia durante il normale invecchiamento sia in condizioni patologiche, in partico-
lare nel MCI e nell’AD [Emerit et al., 2004].  
L’apoptosi, le disfunzioni mitocondriali e lo stress ossidativo sono implicati nei processi biologici 
e molecolari che, durante l’invecchiamento cerebrale, inducono morte delle cellule neuronali 
[Emerit et al., 2004]. Un largo numero di evidenze,  generate da esperimenti condotti su colture 
cellulari, modelli animali e tessuti cerebrali umani post mortem, supportano il coinvolgimento 
dello stress ossidativo nella patogenesi del LOAD [Smith et al., 2010].  
Studi in vitro hanno dimostrato che l’incubazione del peptide Aβ con cellule in coltura induce un 
effetto neurotossico caratterizzato da un aumento dello stress ossidativo, danno a proteine ci-
toplasmatiche e di membrana, danno al DNA e ai lipidi. Il peptide Aβ induce la produzione di 
differenti addotti ossidativi che potrebbero promuovere l’insorgenza di disfunzioni mitocon-
driali, perdita sinaptica e apoptosi cellulare [Luque Contreras et al., 2014]. È stato suggerito che, 
a livello della sequenza aminoacidica della Aβ, la metionina 35 possa giocare un ruolo impor-
tante nel promuovere l’attività ossidante. Quando questo aminoacido viene sostituito da un al-
tro, la capacità ossidante dell’Aβ diminuisce drasticamente [Butterfield et al., 2004]. Inoltre, 
sembra che gli oligomeri di amiloide possano essi stessi inserirsi nel doppio strato lipidico e 
causare perossidazione con conseguentemente danno ossidativo a proteine e ad altre biomole-
cole. Come conseguenza dell’alterazione della membrana cellulare, si registra un massivo in-
flusso di ioni calcio tale da alterare l’omeostasi cellulare causando disfunzione mitocondriale, 
perdita sinaptica ed infine morte neuronale [Luque Contreras et al., 2014].  
Oltre all’accumulo di Aβ, il cervello AD è caratterizzato dalla presenza di NFTs costituiti da pro-
teina tau iperfosorilata che subisce un processo di oligomerizzazione per formare paired helical 
filaments. Diversi studi in letteratura indicano che lo stadio prefibrillare della proteina tau po-
trebbe essere legato a neurotossicità neuronale; infatti, la proteina tau fosforilata induce di-
sfunzioni mitocondriali con conseguente alterazione del metabolismo energetico e produzione 
di ROS e specie nitrogene (RNS) [Lasagna-Reeves et al., 2012]. Altri cofattori, come gli ioni me-
tallici Fe3+e Al3+, che sono presenti nei NFTs, inducono processi redox che generano radicali libe-
ri rappresentando un potenziale rischio per l’aumento dello stress ossidativo nella patologia 
dell’AD [Luque Contreras et al., 2014]. D’altro canto, lo stress ossidativo potrebbe essere un in-
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duttore precoce dell’aggregazione della proteina tau; topi transgenici 3xTg-AD mostrano ridotti 
livelli di antiossidanti ed aumentati livelli di perossidazione lipidica prima della comparsa dei 
NFTs [Resende et al., 2008]. Inoltre, lo stress ossidativo e la conseguente formazione di 4-
idrossinonenale (4HNE), un prodotto della perossidazione lipidica, possono contribuire 
all’iperfosforilazione della proteina tau ed indurre cambiamenti conformazionali [Su et al., 
2010] o modificazioni post-traduzionali che favoriscono l’aggregazione della proteina tau [Lu-
que Contreras et al., 2014]. 
È stato anche dimostrato che il perossinitrito, una RNS, è coinvolto nel processo di nitrazione 
della proteina tau che inibisce l’assemblaggio della proteina stessa con i microtubuli promuo-
vendone l’oligomerizzazione [Zhang et al., 2006].  
È stato ipotizzato che gli stessi aggregati di proteina tau promuovono, a loro volta, la genera-
zione di ROS, con un feedback non favorevole alla sopravvivenza cellulare [Luque Contreras et 
al., 2014]. 
Se lo stress ossidativo rappresenta un evento che precede o contribuisce direttamente alla pa-
togenesi dell’AD è, tutt’oggi, un punto critico. La capacità di identificare una condizione di dan-
no ossidativo nelle fasi precoci di AD e soprattutto di MCI diventa, così, un’importante strada da 
perseguire per determinare se lo stress ossidativo sia una causa o una conseguenza della malat-
tia [Beal, 2005]. Perciò, l’analisi dei markers di stress ossidativo, sia come strumento predittivo 
o diagnostico che come agente causativo della demenza, merita indagini più approfondite [Ko-
yama et al., 2013].  
Studi post mortem ed in vivo, hanno dimostrato un accumulo dei prodotti del danno da radicali 
liberi nell’ippocampo e nella corteccia cerebrale, di pazienti e modelli animali con LOAD [Mar-
ksbery  et al., 2005; Due et al., 2013] ed aMCI [Barone et al., 2011] anche se i dati relativi a studi 
sull’uomo sono contraddittori e non consentono di delineare un quadro definitivo sul ruolo del-
lo stress ossidativo nell’insorgenza e nella progressione di questa malattia neurodegenerativa 
[Cervellati, 2014]. 
Nel presente lavoro di tesi sono stati valutati i livelli plasmatici degli AOPP, della FRAP, dei 
gruppi tiolici totali, l’attività antiossidante della SOD e della catalasi in un’ampia coorte di indi-
vidui che include pazienti AD, MCI, SCI e controlli sani. Tutti i soggetti reclutati seguivano una 
dieta abituale di tipo Mediterraneo, caratterizzata principalmente da un alto consumo di vege-
tali, legumi, frutta e grassi non saturi, particolarmente olio di oliva. Le abitudini di fumo non dif-
ferivano tra i gruppi ed i soggetti analizzati erano principalmente non fumatori.  
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L'ipertensione è risultato essere il fattore di comorbidità più frequente, controllato da 
un’adeguata terapia, e interessava circa il 30% dei componenti di ciascun gruppo. Inoltre, nes-
suno dei soggetti analizzati faceva uso di terapie antiossidanti.  
Nel nostro campione oggetto di studio, i pazienti con AD, MCI e SCI mostrano, rispetto al grup-
po di controllo, un aumento significativo dei livelli plasmatici degli AOPP, un marker di danno 
ossidativo. 
Gli AOPP sono i prodotti della reazione delle proteine plasmatiche, tra cui tiroglobulina, γ-
globulina, albumina e mioglobulina, con gli ossidanti clorurati prodotti dalle mieloperossidasi 
(MPO) [Capeillère-Blandin et al., 2004; Witko-Sarsat et al., 1996]. Witko-Sarsat e collaboratori 
hanno riscontrato, nel sangue di pazienti con uremia e insufficienza renale cronica, alti livelli di 
proteine ossidate, distinguibili dalle forme non ossidate grazie alle loro diverse caratteristiche 
spettroscopiche. Le AOPP così rilevate sono state distinte in quelle con massa molecolare pari a 
600 kDa e quelle da 60 kDa. Le prime vengono definite ad alto peso molecolare e corrispondo-
no all’albumina che, probabilmente, forma aggregati derivanti da ponti disolfuro e/o da cross-
linking a causa della formazione di ditirosina. Il secondo gruppo, a basso peso molecolare, è co-
stituito da albumina in forma monomerica. Inoltre, gli Autori hanno dimostrato che,“in vivo”, i 
livelli plasmatici degli AOPP correlano con i livelli dei dimeri di tirosina (un marcatore di danno 
ossidativo delle proteine) e con la pentossidina, un prodotto di glicosilazione strettamente as-
sociato al danno ossidativo delle proteine [Witko-Sarsat et al., 1996].  
I valori degli AOPP di ciascun soggetto analizzato in questo lavoro di tesi sono stati messi in cor-
relazione con la quantità di proteine totali, non mostrando associazione tre i due paramenti a-
nalizzati. Questo indica che l’aumento dell’ossidazione alle proteine non è dovuto ad un au-
mento delle proteine totali nel plasma, ma ad un reale incremento dello stress ossidativo.  
Inoltre, i nostri dati indicano una riduzione dei valori medi sia degli antiossidanti non enzimatici 
FRAP e dei tioli, che dell’attività degli enzimi antiossidanti SOD e catalasi in ciascun gruppo di 
pazienti versus i controlli. 
I nostri risultati sono in accordo con precedenti studi che evidenziano un aumento dello stress 
ossidativo non solo nei pazienti con demenza  [Pratico et al., 2004; Greilberger et al., 2008; An-
sari et al., 2010], ma anche con decadimento cognitivo lieve [Butterfield et al., 2006; Williams  
et al., 2006; Ansani et al., 2010].  
Studi post-mortem, su tessuto della corteccia frontale di individui con AD e MCI, mostrano una 
diminuzione del GSH, degli enzimi antiossidanti GPx, della glutatione reduttasi (GR), della gluta-
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tione S-tranferasi (GST), della SOD e della catalasi sia nei pazienti AD che MCI versus i rispettivi 
controlli [Ansari et al., 2010]. Nella corteccia frontale di pazienti AD ed MCI è stato anche ri-
scontrato un aumento della perossidazione lipidica; i pazienti infatti mostrano aumentati livelli 
delle sostanze reattive all’acido tiobarbiturico (TBARS) [Ansari et al., 2010] e dei livelli degli F2-
isoPs [Marksbery et al., 2005] rispetto ai controlli. 
Nonostante queste molteplici evidenze a supporto del coinvolgimento dello stress ossidativo 
nell’AD e nel MCI, i dati di letteratura a riguardo risultano essere molto contrastanti; ad esem-
pio, Mufson e collaboratori non riscontrano differenze nei livelli plasmatici ed urinari degli F2-
isoPs tra pazienti AD, MCI e soggetti no-cognitive impairment (NCI) [Mufson et al., 2010]. Cer-
vellati e collaboratori, in un recente studio condotto su 89 pazienti con LOAD, 103 pazienti con 
MCI e 48 controlli, non riscontrano differenze significative nei livelli sierici degli AOPP, dei tioli e 
della FRAP tra pazienti AD ed MCI e controlli, nonostante un aumento degli idroperossidi ed 
una diminuzione del potere residuo antiossidante nei primi rispetto ai secondi [Cervellati et al., 
2013].  
Torres e collaboratori [2011], in uno studio condotto su pazienti con forma moderata di AD 
(mAD) (n=29), pazienti con MCI (n=33) e soggetti di controllo (n=26) hanno valutato il livelli pla-
smatici della MDA e, negli eritrociti, l’attività enzimatica antiossidante di catalasi, GPx, GR e 
GST.  Gli autori hanno riscontrato un incremento dei livelli plasmatici della MDA ed un decre-
mento dell’attività della GR nei pazienti mAD e MCI rispetto ai controlli. Inoltre, diversamente 
dai nostri risultati, Torres e colleghi non riscontrano variazioni significative nell’attività della ca-
talasi tra pazienti MCI e controlli anche se, in accordo con i risultati da noi ottenuti, i pazienti 
AD mostrano una riduzione dell’attività degli enzimi catalasi e GPx rispetto ai relativi controlli 
[Torres et al., 2011].     
Diversi autori hanno inoltre indagato eventuali differenze nei livelli centrali e periferici di bio-
marcatori di stress ossidativo tra pazienti AD versus pazienti MCI; anche in questo caso, i risul-
tati presenti in letteratura risultano contrastanti. Alcuni studi non mostrano differenze statisti-
camente significative nell’attività degli enzimi endogeni antiossidanti  GPx, GR, GST SOD e cata-
lasi a livello della corteccia frontale dei pazienti AD rispetto ai pazienti MCI [Ansari et al., 2010]. 
Studi precedenti avevano mostrato che i livelli plasmatici, urinari e liquorali degli F2-isoPs erano 
incrementati nei pazienti con AD rispetto ai controlli [Praticò et al., 2000]; due anni dopo, lo 
stesso gruppo di ricerca, ha riscontrato risultati analoghi nei pazienti MCI, non osservando però 
differenze significative nei livelli degli F2-isoPs tra pazienti AD ed MCI [Praticò et al., 2002]. Suc-
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cessivamente è stato osservato che, sebbene i livelli degli F2-isoPs sono solo moderatamente 
più elevati negli AD rispetto ai controlli, i livelli degli F4 neuroprostani, un marker di stress ossi-
dativo della membrana neuronale, sono statisticamente più elevati nell’ippocampo dei pazienti 
AD rispetto a quelli osservati nei pazienti MCI [Marksbery et al., 2005].  Considerando altri bio-
markers di stress ossidativo, Torres e colleghi osservano un aumento dei livelli plasmatici della 
MDA nei pazienti AD vs i pazienti MCI, anche se non riscontrano differenze significativi nei livelli 
della GST [Torres et al., 2011].  
Analizzando i risultati ottenuti in questo lavoro di tesi, si osservano livelli plasmatici della FRAP 
ridotti nei pazienti AD rispetto ai pazienti MCI e SCI, ma non si riscontrano differenze significati-
ve tra i livelli plasmatici di SOD, catalasi e tioli confrontando i gruppi di pazienti tra loro. Analo-
gamente ai risultati da noi ottenuti, Rinaldi e collaboratori [2003] non osservano differenze si-
gnificative nei livelli plasmatici della SOD tra pazienti AD ed MCI, anche se riscontrano un au-
mento della SOD, a livello degli eritrociti, dei pazienti AD vs i pazienti MCI. 
Curiosamente, i pazienti SCI analizzati nel presente lavoro di tesi, mostrano una minore attività 
plasmatica della SOD rispetto ai pazienti MCI. Non sono state osservate differenze significative 
nei livelli plasmatici degli AOPP tra i pazienti affetti dalle diverse patologie. Tali risultati differi-
scono dai dati pubblicati in un recente studio in cui sono stati analizzati 34 pazienti con mAD, 28 
pazienti con MCI e 23 soggetti con SCI. Gli autori osservano una differenza significativa tra i li-
velli plasmatici della SOD extracellulare (eSOD) e della catalasi che risultano essere inferiori nei 
pazienti AD rispetto ai pazienti MCI e SCI, nonché nei pazienti MCI versus pazienti SCI [Picco et 
al., 2014]. 
La mancanza di una variazione statisticamente significativa nei livelli plasmatici dei biomarcatori 
di stress ossidativo analizzati tra pazienti AD ed MCI supportano l’idea che il MCI sia una condi-
zione precoce e, probabilmente, una fase di transizione verso la demenza.  
La ridotta attività plasmatica della SOD osservata nei pazienti SCI rispetto ai pazienti MCI po-
trebbe avere una duplice spiegazione: da un lato, l’aumento dell’attività della SOD potrebbe es-
sere dovuta ad una maggiore necessità di tamponare l’aumento del danno ossidativo. Infatti, i 
livelli degli AOPP sono più elevati nei pazienti SCI rispetto ai pazienti MCI, anche se con una mi-
nima differenza che non raggiunge la significatività statistica. D’altro canto, una minore attività 
della SOD nei pazienti SCI rispetto ai pazienti MCI (differenza statisticamente significativa) e AD 
(differenza che non raggiunge la significatività statistica) potrebbe far supporre una progressio-
ne dei pazienti SCI verso una forma di declino cognitivo. 
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È credenza comune che uno stile di vita attivo e dinamico aiuti le persone anziane a preservare 
la salute fisica e “mentale”. Per decenni gli psicologi hanno studiato gli effetti dello stile di vita 
sul declino cognitivo dimostrando che le attività ricreative e l’esercizio fisico, prolungano la du-
rata media di vita, migliorano la salute fisica e diminuiscono l’insorgenza di malattie dementi-
gene [Fratiglioni et al., 2004]. Per tale motivo, l’analisi degli effetti sinergici del training cogniti-
vo e fisco in pazienti con decadimento cognitivo, diventa un argomento di grande importanza 
[Schneider et al., 2013]. Se effettuato in modo regolare, l’esercizio fisico ha effetti benefici ed è 
associato ad un ridotto rischio di sviluppare malattie correlate ad un eccessivo stress ossidativo 
[LaMonte et al., 2005], mentre un’eccessiva attività fisica può indurre un aumento del danno a 
livello di diversi tessuti con particolare riferimento al tessuto muscolare [Pittaluga et al., 2006]. 
Durante l’esercizio aerobico, il consumo di O2 viene incrementato di 10-20 volte in tutto il corpo 
e, nel muscolo scheletrico, di 100-200 volte [Pittaluga et al., 2006]. L’incremento del flusso di O2 
attraverso i mitocondri, induce una parziale diminuzione di O2 aumentando la produzione di 
ROS ed il consumo degli antiossidanti [Ji, 2001; Ji, 2002]. L’alterazione dello stato redox innesca 
una cascata di eventi che, a sua volta, interferisce con la produzione degli antiossidanti endo-
geni enzimatici (SOD, catalasi e GPx) e non enzimatici (GSH) [Svensson et al., 2002]. 
Nonostante la crescente quantità di dati, il legame tra attività fisica e stress ossidativo è un ar-
gomento largamente dibattuto; evidenze sperimentali indicano che l’esercizio intenso induce 
perossidazione lipidica, danno al DNA e alterazione del sistema di difesa antiossidante [Masta-
loudis et al., 2001]. Al contrario, gli effetti protettivi del training sono associati ad una up-
regolazione dei sistemi di difesa antiossidante spiegando così perché gli individui sottoposti a 
training mostrano una riduzione del danno  a livello cellulare rispetto agli individui non allenati 
[Radak et al., 2003].  
I risultati riscontrati nel presente lavoro di tesi mettono in evidenza una significativa diminuzio-
ne degli AOPP nei pazienti MCI sottoposti a protocolli di training fisico e cognitivo della durata 
di 7 mesi (T7), rispetto ai pazienti che, in tale lasso di tempo, non hanno condotto il training; in 
questi ultimi, i livelli degli AOPP tendono ad aumentare, anche se non in modo significativo.  
I protocolli di training non influiscono sui livelli plasmatici della FRAP e dei tioli, ma i livelli degli 
antiossidanti endogeni SOD e catalasi incrementano in modo significativo dopo 7 mesi di attivi-
tà stimolante.  
I dati riguardanti un sottogruppo di pazienti MCI sottoposti a training e rivalutati 12 mesi dopo 
l’intervento di training (19 mesi dopo il prelievo basale) indicano che gli effetti positivi 
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dell’esercizio, sui biomarcatori di stress ossidativo, si mantengono fino ad un anno dalla fine del 
training. 
Gli studi che valutano l’equilibrio pro/anti-ossidante in relazione all’esercizio fisico sono molte-
plici e spesso contraddittori. Sono stati condotti diversi studi sia su modelli murini che 
sull’uomo; alcuni riportano un significativo effetto protettivo mentre altri non mostrano alcun 
effetto o un effetto dannoso dell’attività fisica nei confronti dello stress ossidativo. Ad esempio, 
Selman e collaboratori dimostrano, nei topi, che la corsa volontaria su una ruota non induce 
danno a livello del DNA, saggiato tramite test della cometa; inoltre, dopo 8 e 20 settimane di 
esercizio fisico volontario, la percentuale di danno al DNA diminuisce rispettivamente del 21% e 
del 45%, rispetto ai modelli murini di controllo che non hanno condotto attività fisica [Selman 
et al., 2002].  
Nel 2004, Gündüz e colleghi sottopongono 12 ratti anziani ad esercizi di nuoto della durata di 
un’ora al giorno, 5 giorni a settimana, per un anno, al fine di valutare eventuali modificazioni 
nei livelli tissutali di SOD, catalasi, GPx e TBARS nei ratti trattati rispetto ai controlli non trattati 
(n=13). Gli Autori riscontrano un incremento della SOD e della catalasi, mentre non osservano 
differenze nei livelli della GPx e dei TBARS, nei ratti trattati rispetto ai relativi controlli ad indica-
re che, l’esercizio a lungo termine, potrebbe migliorare almeno parzialmente le condizioni di 
stress ossidativo [Gündüz et al., 2004]. 
Successivamente, de Souza e colleghi [2012] riscontrano nei ratti (n=24) sottoposti a corsa su 
tapis roulant (50 minuti/giorno; 1 km/h; 5 giorni/settimana per 8 settimane) una riduzione dei 
livelli dell’anione ·O2
- ed un incremento dell’attività della SOD e della Gpx, mentre non rilevano 
variazioni significative nell’attività della catalasi rispetto ai ratti non sottoposti ad esercizio.   
Un recente studio volto ad analizzare variazioni nei livelli di GSH nei topi sottoposti a training (di 
intensità moderata ed acuta) rispetto ai topi di controllo, mostra un decremento dei livelli di 
questa molecola antiossidante nei topi sottoposti ad un’intensa sessione di training, rispetto ai 
controlli “sedentari” e ai topi che hanno effettuato un normale protocollo di training; questi ul-
timi, a loro volta, mostrano livelli di GSH più bassi rispetto al gruppo di controllo [Pereira et al., 
2013]. In parallelo, Pereira e collaboratori, riscontrano nel tessuto muscolo-scheletrico, un au-
mento dei livelli dei TBARS e del danno al DNA nei topi sottoposti ad un eccessivo allenamento 
rispetto ai controlli e ai topi sottoposti ad un normale intervento di training [Pereira et al., 
2013]. 
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Gli studi condotti sull’uomo mostrano che l’attività fisica regolare porta ad una riduzione dei li-
velli di carbonil proteine e ad un aumento dell’attività dell’enzima OGG1, implicato nel mecca-
nismo di riparazione del DNA che si attiva a seguito della formazione di addotti 8-OHdG [Radak 
et al., 2008]. Successivamente, Samjoo e collaboratori confermano questo dato riscontrando 
che soggetti in sovrappeso, sottoposti a protocolli di training fisico, mostrano una riduzione del 
15% dei livelli di 8-OHdG urinari ed una riduzione del 26% dei livelli di F2-isoPs, nonché un au-
mento, statisticamente significativo, degli antiossidanti Cu/Zn-SOD e Mn-SOD rispetto ai con-
trolli magri “sedentari” [Samjoo et al., 2013].  
Pialoux e colleghi [2006] in uno studio condotto su 14 corridori, sottoposti inizialmente a test 
da sforzo incrementale su tapis rouland, non rilevano, rispetto ai valori basali, variazioni signifi-
cative nei livelli plasmatici di AOPP, MDA e FRAP valutati subito dopo il test incrementale. Gli 
Autori hanno rivalutato i marcatori di stress ossidativo dopo 6 mesi, periodo in cui i corridori 
hanno eseguito un protocollo di training (corsa, 2 volte a settimana); anche in questo caso non 
hanno riscontrato variazioni nei livelli plasmatici dei marcatori analizzati.  
Un recente studio condotto con 10 corridori professionisti sottoposti ad una corsa di 21 Km e 
valutati inizialmente al basale e dopo 4 ore dalla corsa, mostrano una diminuzione dei livelli 
plasmatici dei TBARS e della SOD, mentre non riscontrano variazioni nei livelli della catalasi, del 
GH e della TAC (capacità antiossidante totale). Dopo questa prima valutazione, i soggetti hanno 
continuato il loro usuale protocollo di training e sono stati rivalutati dopo 12 mesi, riscontrando 
una diminuzione, rispetto ai basali, dei livelli dei TBARS ed un aumento dell’attività della catala-
si e della TAC [Tong et al., 2013]. 
Risulta comunque difficoltoso comparare i risultati dei diversi studi presenti in letteratura circa 
gli effetti dei protocolli di training nel migliorare o mantenere l’equilibrio ossido-riduttivo cellu-
lare; basti pensare alle molteplici variabili da considerare tra cui i modelli analizzati (topo, uo-
mo), le differenze tra i biomarcatori valutati (danno ossidativo al DNA, alle proteine, ai lipidi o 
marker che valutano la componente antiossidante, enzimatici e non enzimatici); il materiale 
biologico (urine, plasma, siero, eritrociti, tessuti) e le metodiche con cui vengono saggiati, il 
background genetico, fattori ambientali (dieta, fumo), la diversità dei protocolli di training ado-
perati, se si tratta quindi di attività fisica di lieve, moderata o intensa entità, se è di tipo aerobi-
co o anaerobico e se accanto al training fisico si inseriscono altre attività ludico-ricreative. 
I risultati da noi ottenuti avvalorano l’effetto positivo dei protocolli combinati di training fisico e 
cognitivo nel ridurre i livelli plasmatici dei biomarcatori che valutano la componente pro-
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ossidante e nell’aumentare i livelli dei marcatori che valutano la componente antiossidante. I-
noltre, la riduzione dei livelli degli AOPP nonché l’aumento dell’attività della SOD e della catalasi 
riscontrati anche 12 mesi dopo l‘intervento di training, fanno supporre una persistenza degli ef-
fetti dei protocolli adoperati nel mantenere l’equilibrio redox cellulare. 
Sebbene gli studi sui gemelli supportino l’esistenza di una componente genetica nel LOAD, non 
è stato ancora identificato alcun gene causativo della malattia; l’unico gene che è stato costan-
temente trovato essere associato alle forme sporadiche di LOAD è il gene che codifica per 
l’ApoE [Coon et al., 2007; Bekris et al., 2010]. L’associazione tra ApoE ε4 e il rischio di sviluppare 
AD è stata riportata per la prima volta nel 1993 [Saunders et al., 1993]; successivamente, molti 
lavori hanno confermato questa scoperta ed hanno permesso di stabile che l’allele ε4 dell’ApoE 
è il più importante fattore genetico associato con l’AD [Papassotiropoulos et al., 2006]. Negli 
individui con storia familiare di demenza la presenza dell’allele ε4 è maggiormente associata 
con l’AD; tale associazione è risultata più elevata negli individui portatori di due alleli ε4 (geno-
tipo ε4/ε4). Il genotipo ε4/ε4 è raro e, anche se l'etnia della popolazione in studio può alterare 
la frequenza attesa, è stato ritrovato nell’1% dei controlli Caucasici; invece, il genotipo ε4/ε4 è 
stato riscontrato in circa il 19% delle forme familiari di LOAD [Green et al., 2002]. L’aumento del 
rischio associato all’ApoE ε4 è stato anche riscontrato negli Afro-Americani e negli Ispanici 
[Green et al., 2002; Romas et al., 2002]. I più alti livelli di odds ratios (ORs) sono stati riscontrati 
nella popolazione giapponese (OR = 5.6 per gli eterozigoti ε4 carriers, OR = 33.1 per gli omozi-
goti ε4/ε4) [Coon et al., 2007]. 
Le donne con genotipo ε4/ε4 hanno il 45% delle probabilità di sviluppare AD dai 73 anni in su 
[Payami et al., 1996], mentre gli uomini, alla stessa età hanno il 25% di probabilità di sviluppare 
AD [Breitner et al., 1999]. Il rischio di sviluppare AD è inferiore per le persone che portano un 
solo allele ApoE ε4 (dall’età di 87 anni) o nessun allele ε4 (dall’età di 95 anni). Approssimativa-
mente, il 42% delle persone con LOAD non portano l’allele ε4; pertanto, l'assenza dell’allele 
ApoE ε4 non esclude una diagnosi di LOAD [Breitner et al., 1999]. I parenti di primo grado di 
una persona con LOAD hanno un rischio di circa il 20-25% di sviluppare AD, mentre nella popo-
lazione generale è del 10.4%; non è ancora noto se l’età di insorgenza cambi il rischio di svilup-
pare AD nei parenti di primo grado [Jayadev et al., 2008]. 
La distribuzione delle frequenze alleliche del genotipo ApoE nel nostro campione di pazienti AD 
conferma i risultati ottenuti dai numerosi studi sull’associazione tra la malattia e l’ApoE, secon-
do i quali l’allele ε4, essendo più frequente nei pazienti che nei controlli, costituisce un fattore 
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di rischio per l’AD (OR = 4.7 per i pazienti ε4 carriers). La frequenza dell’allele ε4 è del 24% nei 
pazienti rispetto ai controlli in cui è risultata del 7%.  
Anche nel gruppo di pazienti MCI da noi analizzati abbiamo riscontrato un’associazione tra il 
decadimento cognitivo lieve e la presenza dell’allele ApoE ε4. Infatti, l’allele ε4 risulta più fre-
quente nei pazienti MCI rispetto ai controlli (21% vs 7%) con un OR = 3.39. Questa associazione 
è mantenuta anche dopo stratificazione per sesso. Questi risultati sono in accordo con prece-
denti studi che mettono in evidenza che l’allele ε4 è probabilmente associato con un aumento 
del rischio di sviluppare MCI [Caselli et al., 2007; Sachdev et al., 2012]. Boyle e collaboratori ol-
tre a confermare che l’allele ε4 è associato al MCI (OR = 1.36) dimostrano che persone che por-
tano almeno un allele ε4 hanno un aumentato rischio, 1.4 volte maggiore, di sviluppare MCI ri-
spetto ai soggetti non potatori di tale allele [Boyle et al., 2009]. Un recente studio condotto da 
O’Bryant in cui analizza il genotipo ApoE in 1628 partecipanti di cui 1002 non-Ispanici e 626 
Americani Messicani rileva un associazione tra MCI ed ApoE solo nella popolazione non-
Ispanica [O’Bryant et al., 2013]. Suddividendo i pazienti MCI a seconda del sottotipo clinico, e 
quindi del dominio colpito, Brainerd e colleghi riscontrano che l’ApoE ε4 è associato con il ri-
schio di sviluppare aMCI, ma non gli altri sottotipi di malattia [Brainerd et al., 2011]. Dal con-
fronto tra pazienti con aMCI e naMCI si riscontra che i pazienti ε4 carriers,  rispetto ai non car-
riers, hanno una maggiore prevalenza nel gruppo amnestico [He et al., 2009]. 
Studi longitudinali che analizzano la conversione del MCI in demenza suggeriscono, anche se 
non tutti lo confermano, che la presenza dell’allele ε4 incrementa il rischio dei pazienti MCI di 
evolvere in AD [Altman et al., 2014]. I dati clinici sulla conversione dal normale invecchiamento 
al MCI o dal MCI all’AD sono controversi. Ad oggi sono stati effettuati sei studi longitudinali che 
valutano il ruolo dell’ApoE ε4 nel rischio di conversione da MCI ad AD; di questi, 4 riscontrano 
un significativo effetto dell’allele ApoE ε4 [Morquis et al., 2006; Geda et al., 2006; Beydoun et 
al., 2012; Elias-Sonnenschein et al., 2012], mentre gli altri due non riscontrano alcun effetto 
nell’aumentare il rischio di conversione da MCI a demenza [Brunce et al., 2004; Brained et al., 
2013]. I dati discordanti, presenti in letteratura,  potrebbero avere una spiegazione di tipo me-
todologica; il MCI è una patologia che colpisce diversi domini cognitivi ed è classificata in diversi 
sottotipi (aMCI, naMCI, MCI a singolo o multi- dominio) a seconda del dominio coinvolto. Va 
quindi considerato che non tutti gli studi distinguono tra i diversi sottotipi di MCI, alcuni consi-
derano solo gli aMCI, altri sono incentrati sugli naMCI,  altri ancora non fanno alcun tipo di di-
stinzione, incrementando l’incertezza dei risultati. 
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Diversi studi indicano che il Nuclear factor-erythroid 2-related factor 2 (Nfe2l2 o Nrf2) è un fat-
tore di trascrizione che regola lo stato redox cellulare. L’attività di Nrf2 è controllata da un 
complesso network trascrizionale/epigenetico e post-traduzionale che assicura il corretto fun-
zionamento durante la perturbazione dell’equilibrio ossido-riduttivo e durante i processi in-
fiammatori, consentendo al fattore di trascrizione di coordinare risposte adattative alle diverse 
forme di stress [Hayes et al., 2014]. Nrf2 aiuta a proteggere le cellule contro lo stress ossidativo 
svolgendo un ruolo fondamentale nel regolare l’espressione di centinaia di geni coinvolti nel 
pathway antiossidante [Chen et al., 2013] tra cui gli enzimi SOD, catalasi e GPx [Smith, 2010].  
Sono stati identificati tre SNPs (rs35652124, rs6706649 e rs6721961) nel promotore del gene 
Nrf2, rispettivamente in posizione -653, -651 e -617, che possono inficiare la trascrizione del 
gene con conseguente riduzione della proteina  [Marzec et al., 2007]. Gli studi relativi ad Nrf2 
come fattore di suscettibilità genetica sono molteplici e sono stati condotti su diverse patologie 
in cui vi è un coinvolgimento dello stress ossidativo, tra cui il Danno Polmonare Acuto (ALI) 
[Marzec et al., 2007], la malattia di Parkinson (PD) [Chen et al., 2013; von Otter et al., 2010] e 
l’AD [von Otter et al., 2010]. Ad esempio, uno studio caso-controllo evidenzia un coinvolgimen-
to dello SNP -617 C>A nell’aumentare il rischio di sviluppare ALI [Marzec et al., 2007]. Studi di 
GWA e studi caso-controllo in pazienti con PD, appartenenti a gruppi etnici diversi, riportano 
una mancanza di associazione tra i tre SNPs nel promotore del gene Nrf2 e il rischio di sviluppa-
re PD [Mizuta, 2006; Maraganore et al., 2005, Chen et al., 2013]. Uno studio condotto da von 
Otter e collaboratori riporta un ruolo protettivo dell’aplotipo GAGCAAAA in individui di prove-
nienza svedese e polacca mostrando un ritardo nell’insorgenza della malattia ed un minore ri-
schio di sviluppare PD in coloro che lo potrano [von Otter et al., 2010]. Lo studio condotto an-
che su pazienti AD, dimostra che i singoli SNPs e gli aplotipi nel promotore del gene Nrf2 non 
sono associati ad un aumentato rischio di sviluppare AD, ma l’aplotipo GAAAA accelera la pro-
gressione della malattia e diminuisce di due anni l’età di esordio dell’AD [von Otter et al., 2010].  
I risultati ottenuti nel presente lavoro di tesi, relativi all’associazione degli SNPs nel promotore 
del gene Nrf2 e il rischio di sviluppare decadimento cognitivo, mostrano dati contrastanti ri-
spetto allo studio effettuato da von Otter e colleghi. Infatti, pur non riscontrando associazione 
tra gli SNPs -651 G>A e -617 C>A e le patologie oggetto di studio, osserviamo una maggiore fre-
quenza dell’allele raro -653 G rispettivamente nei pazienti MCI, AD e SCI rispetto ai controlli. I 
risultati da noi ottenuti indicano un’associazione tra lo SNP -653 A>G e il rischio di sviluppare 
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decadimento cognitivo già a partire dalle fasi precoci della malattia fino ad arrivare alla demen-
za. 
Inoltre, abbiamo osservato che la probabilità di essere portatori della variante allelica rara Nrf2              
-653 G è associata alla probabilità di avere l’allele ε4. Studi precedenti hanno dimostrato che 
l’espressione dei geni regolati da Nrf2 è influenzata dal genotipo dell’ApoE; i topi portatori 
dell’allele ApoE ε4 mostrano, rispetto ai topi ApoE ε3 carriers, livelli epatici più bassi della pro-
teina Nrf2 localizzata a livello del nucleo [Graeser et al., 2011].  
Sia l’ApoE che l’Nrf2 giocano un ruolo fondamentale nell’omeostasi redox cellulare [Graeser et 
al., 2011]; perciò, il presente lavoro di tesi si propone di esaminare un’eventuale relazione tra i 
genotipi dell’ApoE e di Nrf2 con i livelli plasmatici di biomarcatori di stress ossidativo. 
Studi mostrano che, a livello del tessuto cerebrale di pazienti AD, vi è un incremento della pe-
rossidazione lipidica riscontrata primariamente a livello del lobo temporale, dove le alterazioni 
istopatologiche sono ben visibili [Christen et al., 2000]. Queste osservazioni, comunque, non 
sono state confermate da altri studi sul tessuto cerebrale [Lyras et al., 1999; Hayn et al., 1996] 
che falliscono nel tentativo di cercare differenze nei livelli dei biomarcatori di perossidazione 
lipidica nei soggetti AD rispetto ai controlli. Ramassamy e colleghi [1998] suggeriscono che que-
sti risultati contrastanti potrebbero dipendere dal genotipo ApoE: i soggetti portatori l’allele ε4 
sarebbero probabilmente più suscettibili al danno ossidativo rispetto agli individui non portatori 
di tale allele [Christen et al., 2000]. Miyata e Smith [1996] mostrano che l’ApoE ha effetti bene-
fici proteggendo i neuroni dai radicali liberi; l’ApoE riduce la morte neuronale, dovuta al peros-
sido di idrogeno e all’accumulo di Aβ, attraverso la sua attività antiossidante. Tale effetto è 
chiaramente percettibile con l’isoforma E2, ma meno con l’isoforma E3 e tanto meno con 
l’isoforma E4; anche Leininger-Muller e collaboratori [1998] mostrano che l’ApoE è sensibile 
all’attacco dei radicali liberi, con una risposta che è isoforma dipendente: l’isoforma E4 è più 
sensibile rispetto all’isoforma E3 che, a sua volta, è più sensibile dell’isoforma E2. È stato dimo-
strato che i livelli di TBARS e degli enzimi antiossidanti catalasi e GPx, nell’ippocampo di pazienti 
AD, sono inversamente proporzionali alla concentrazione dell’ApoE; inoltre si osserva un incre-
mento della perossidazione lipidica e un decremento dell’attività degli enzimi antiossidanti 
nell’ippocampo dei pazienti AD ε4 carriers rispetto ai pazienti ε4 non carriers [Ramassamy et 
al., 2000]. 
Gli studi presenti in letteratura circa il coinvolgimento del genotipo ApoE nel modulare 
l’equilibrio redox cellulare, si basano principalmente sui livelli tissutali dei marcatori di stress 
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ossidativo nei pazienti o modelli murini AD. Solo pochi studi valutano la correlazione esistente 
tra l’ApoE e i livelli periferici dei biomarcatori di stress ossidativo in patologie che inducono de-
cadimento cognitivo e, per giunta, non mostrano associazione tra il genotipo ApoE e il danno da 
radicali liberi. Ad esempio, uno studio condotto utilizzando campioni plasmatici di pazienti AD 
ed MCI non mostra differenze nei livelli di SOD e Gpx tra pazienti ApoE ε4 carriers e ApoE ε4 
non carriers [Rinaldi et al., 2003].  
Al fine di valutare se il genotipo dell’ApoE potesse influire sui livelli di marcatori periferici di 
stress ossidativo, i soggetti da noi reclutati (AD, MCI, SCI e controlli) sono stati suddivisi in ApoE 
ε4 carriers e ε4 non carriers. I risultati ottenuti confermano il ruolo dell’ApoE nel regolare la ri-
sposta antiossidante; considerando la totalità dei soggetti reclutati, riscontriamo un incremento 
dei prodotti di ossidazione alle proteine ed una diminuzione degli antiossidanti che includono 
sia la componente antiossidante totale (FRAP e tioli) che quella enzimatica (SOD), nei soggetti 
ε4 carriers rispetto ai soggetti ε4 non carrieres. I nostri dati confermano l’ipotesi che la presen-
za dell’allele ApoE ε4 incrementi l’insulto ossidativo e che tale effetto è più pronunciato in una 
fase avanzata di malattia; infatti, se consideriamo ogni patologia presa singolarmente la rela-
zione tra biomarcatori di stress ossidativo e genotipo ApoE si mantiene solo per i pazienti AD in 
cui si osserva un aumento degli AOPP ed una diminuzione dei tioli nei pazienti ApoE ε4 carriers 
vs ApoE ε4 non carriers.  
La causa della deplezione delle difese antiossidanti, nell’invecchiamento e in numerose patolo-
gie, non è ancora nota anche se si pensa ad un possibile decremento dell’espressione di Nrf2 
[Hybertson et al., 2011]. In modelli animali di giovane età è stato osservato che l’aumento delle 
ROS induce l’attivazione di Nrf2 con conseguente traslocazione della proteina nel nucleo dove si 
lega al DNA, ed in particolare a livello della sequenza ARE, attivando la trascrizione dei geni an-
tiossidanti [Ungavari et al., 2011]. Ungavari e collaboratori riportano che nei topi anziani, nono-
stante la presenza di un incremento significativo dello stress ossidativo, la via Nrf2/ARE non 
viene attivata e, di conseguenza, non si ha induzione dell’espressione dei geni regolati da Nrf2. I 
meccanismi alla base della disregolazione della risposta antiossidante Nrf2-mediata sono pro-
babilmente multifattoriali. Ungavari e collaboratori suggeriscono che l’invecchiamento potreb-
be essere associato ad una down-regolazione dell’espressione vascolare di Nrf2, che probabil-
mente contribuisce al declino del contenuto nucleare di Nrf2 con conseguente ulteriore ridu-
zione dell’attività trascrizionale di Nrf2 [Ungavari et al., 2011]. Topi knockout (KO) per il gene 
Nrf2 (Nrf2-/-) mostrano una riduzione dei livelli di espressione dei geni antiossidanti ed un in-
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cremento dello stress ossidativo in vari tessuti tra cui quello epatico, polmonare e cerebrale 
[Barajas et al., 2011]. Successivamente, Cheng e colleghi [2013] osservano, in modelli animali 
Nrf2-/- un aumento dei livelli cerebrali di 4HNE e dell’8-OHdG rispetto ai topi wild-type (Nrf2+/+).  
Alla luce di queste evidenze, ci siamo chiesti se gli SNP -653 A>G, -651 G>A e -617 C>A, nella re-
gione del promotore del gene Nrf2 potesseo avere un legame con l’incremento dello stress os-
sidativo osservato nelle patologie età-correlate quali AD, MCI e SCI. 
Studi precedenti hanno evidenziato che il sito -617 è situato a livello degli elementi ARE-like che 
legano la proteina Nrf2, mentre i siti -651 e -653 sono localizzati nel sito di legame di un altro 
fattore di trascrizione, il Myeloid Zinc Finger Gene 1 (MZF1) [Yu et al., 2012; Marzec et al., 
2007]. Così, variazioni nel sito -653/-651 e -617 possono rispettivamente alterare la sequenza 
consenso di riconoscimento per MZF1 ed Nrf2, con conseguente riduzione dell’attività di Nrf2 
[Marzec et al., 2007]. 
Dai risultati ottenuti nel presente lavoro osserviamo che gli SNPs -653 A>G e -651 G>A, ma non 
lo SNP -617 A>C, influenzano negativamente la disponibilità di risorse antiossidanti e avvalora-
no l’ipotesi di un coinvolgimento di Nrf2 nel modulare la risposta antiossidante. In particolare, 
lo SNP in posizione -653 influenza la quantità degli antiossidanti sia enzimatici (SOD e catalasi) 
che non enzimatici (FRAP e tioli); infatti nei soggetti Nrf2 G carriers si osserva una riduzione dei 
livelli di questi marcatori antiossidanti rispetto ai soggetti omozigoti wild-type. Risultati analo-
ghi sono stati riscontrati nei soggetti MCI Nrf2 G carriers che hanno ridotti livelli di tioli, SOD e 
catalasi e negli SCI Nrf2 G carriers che mostrano, una riduzione dei soli tioli rispetto agli AA car-
riers. Non è stata riscontrata alcuna relazione tra la variante allelica rara G e i pazienti AA, nella 
AD. Per quanto riguarda lo SNP -651 C>A, l’unico antiossidante che risulta depleto è l’enzima 
SOD nei pazienti MCI Nrf2 A carriers rispetto ai pazienti omozigoti wild-type.  
Ricordiamo che la presenza degli SNPs in posizione -653 e -651, nel promotore del gene Nrf2, 
altera la sequenza di riconoscimento per MZF1. Si potrebbe quindi ipotizzare che, in condizioni 
normali, MZF1 abbia un ruolo positivo nel “modulare” l’attività di Nrf2 con conseguente attiva-
zione della trascrizione degli enzimi antiossidanti. La presenza delle varianti alleliche rare Nrf2        
-653 G e/o Nrf2 -651 A potrebbe portare ad un’alterazione o ad un mancato legame di MZF1 a 
livello della corrispondente regione del DNA tale da influenzare la trascrizione di Nrf2, con con-
seguente riduzione dei livelli della proteina e ridotta attivazione della trascrizione degli enzimi 
antiossidanti. 
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Alcuni studi, condotti su modelli animali, analizzano l’effetto sinergico dell’ApoE e di Nrf2 in as-
sociazione allo stress ossidativo riscontrando aumentati livelli di MDA in topi ApoE-/-/Nrf2-/- 
[Sussan et al., 2008]. Inoltre, è stato dimostrato che l’espressione dei geni Nrf2-dipendenti è in-
fluenzata dal genotipo ApoE: Graeser e collaboratori [2011] mettono in evidenza che topi ApoE 
ε4 carriers mostrano ridotti livelli della proteina Nrf2 nucleare rispetto ai topi ApoE ε3 carriers e 
che i primi mostrano, rispetto ai secondi, una ridotta espressione dei geni target di Nrf2.  
Il nostro è il primo studio che analizza un’eventuale relazione tra genotipo ApoE/SNPs nel pro-
motore di Nrf2 e variazione dei livelli plasmatici di biomarcatori di stress ossidativo in pazienti 
con decadimento cognitivo. I risultati da noi ottenuti confermano gli studi condotti sui modelli 
animali, in generale, i soggetti Nrf2 -653 G carriers/ApoE ε4 carriers mostrano, rispetto ai sog-
getti wild-type AA carriers/ApoE ε4 non carriers, ridotti livelli sia della capacità antiossidante to-
tale (FRAP) che degli enzimi antiossidanti (SOD e catalasi). Invece, i soggetti Nrf2 -651 A car-
riers/ApoE ε4 carriers mostrano rispetto agli individui Nrf2 wild-type GG carriers/ApoE ε4 non 
carriers un incremento del marker di danno ossidativo alle proteine. Considerando ciascuna pa-
tologia, presa singolarmente, riscontriamo una relazione tra genotipo ApoE/Nrf2 e marcatori di 
stress ossidativo nel MCI in cui i pazienti con genotipo Nrf2 -653 G carriers/ApoE ε4 carriers 
mostrano ridotti livelli di antiossidanti (tioli e SOD) rispetto ai pazienti MCI Nrf2 omozigoti wild-
type/ApoE ε4 non carriers.  
Per quanto riguareda lo SNP -617 A>C, sono stati riscontrati nei pazienti con AD portatori della 
variante allelica rara A ed ApoE ε4 carriers livelli più alti di AOPP rispetto ai pazienti Nrf2 omozi-
goti wild-type/ApoE ε4 non carriers. I risultati di questo studio sembrano indicare un effetto si-
nergico tra la presenza dell’allele ApoE ε4 e quella degli alleli rari Nrf2 -651 A ed Nrf2 -617 A e 
spotrattutto Nrf2 -653 G nel regolare negativamente l’equilibrio redox cellulare facendo pende-
re la bilancia verso un aumento dello stress ossidativo dovuto non solo ad un incremento del 
danno, ma anche ad una ridotta efficacia del sistema di difesa antiossidante. 
In conclusione, i risultati ottenuti confermano un coinvolgimento dello stress ossidativo nel de-
cadimento cognitivo già a partire dalle fasi precoci di malattia, infatti, si riscontra sia un incre-
mento del danno alle proteine che una diminuzione dei livelli dei markers antiossidanti non solo 
nell’AD, ma anche nel MCI e nello SCI. L’incremento dei parametri di stress ossidativo nei pa-
zienti MCI e SCI rispetto ai controlli e la mancanza di differenze significative nei livelli medi dei 
biomarcatori analizzati tra i tre gruppi di patologie considerate, suggerisce che lo stress ossida-
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tivo possa rappresentare un evento precoce nella progressione dal normale invecchiamento 
all’AD. 
I protocolli combinati di training fisico e cognitivo sembrano avere un effetto positivo sui livelli 
plasmatici dei biomarcatori di stress ossidativo: i pazienti MCI sottoposti a 7 mesi di stimolazio-
ne mostrano, rispetto al basale, una riduzione dei prodotti di ossidazione alle proteine ed un in-
cremento dell’attività antiossidante. Gli effetti “benefici” del training, sullo stress ossidativo, si 
mantengono anche dopo 12 mesi dalla fine dei protocolli; infatti, al tempo T19, non si riscon-
trano variazioni significative, se non per la SOD i cui livelli incrementano ulteriormente, rispetto 
al T7. È comunque interessante notare che, nonostante sia trascorso un anno dal training, non 
si riscontra un incremento dello stress ossidativo e che al T19, rispetto al basale, sia i livelli del 
marker pro-ossidante che dei marcatori antiossidanti sono migliorati. I risultati relativi al grup-
po dei pazienti MCI-training T19 sono solo preliminari, infatti, finora solo un esiguo numero di  
pazienti (n = 11) ha già superato il T19 effettuando il terzo prelievo; lo studio è ancora in corso, 
ci proponiamo quindi di ampliare la casistica al T19 al fine di poter meglio definire gli effetti a 
lungo termine del training nei confronti dello stress ossidativo.   
Inotre, è stato osservato che gli SNPs -653 A>G e -651 G>A nel promotore del gene Nrf2 in-
fluenzano i livelli plasmatici degli antiossidanti nei soggetti portatori delle rispettive varianti al-
leliche rare. Quindi, sebbene solo lo SNP -653 A>G sia stato riscontrato essere associato ad un 
maggiore rischio di sviluppare AD, MCI o SCI, la presenza degli alleli rari Nrf2 -653 G ed Nrf2        
-651 A sembra essere associata ad una diminuzione dell’efficacia del sistema di difesa antiossi-
dante nel tamponare l’eccessiva produzione di radicali liberi. 
Analogamente, la presenza dell’allele ApoE ε4, maggiormente frequente sia negli AD che negli 
MCI, induce un incremento dello stress ossidativo. Gli individui ApoE ε4 carriers, infatti, mo-
strano rispetto ai soggetti ApoE ε4 non carriers, un incremento del danno alle proteine ed una 
diminuzione degli antiossidanti sia enzimatici che non enzimatici.  
Nonostante lo stress ossidativo svolga un ruolo patogenetico rilevante nel Decadimento Cogni-
tivo, non vi è ancora la prova definitiva che questo sia un meccanismo causativo piuttosto che 
una conseguenza della malattia, alterazioni nei geni che regolano l’equilibrio ossido riduttivo, 
come l’Nrf2 e l’ApoE, possono innescare un circolo vizioso tale da incrementare il danno cellula-
re dovuto ad un eccessivo accumulo dei radicali liberi. 
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